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9ÄLKUSÄNÄT
Vesi- ja ympäristöhallitus, Geologian tutkimuskeskus ja
Tiehallitus aloittivat vuonna 1983 yhteistyöprojektin,
jonka tavoitteena oli selvittää soranoton vaikutuksia
pohjaveteen. Projektin koordinoinnista on vastannut vesi-
ja ympäristöhallitus,
Yhteistyöproj ektin johtoryhmän puheenj ohtaj aksi valittiin
hydrogeologi, fil,tri Tuomo Hatva ja jäseniksi dipl.ins.
Tapani Suomela ja limnologi Heikki Penttinen vesi- ja
ympäristöhallituksesta, fiLlis. Juho Hyyppä (1983
1988), geologi Matti Taka (1985 1987), fil,tri Martti
Salmi (1988 1992) ja fil.tri Jouko Niemelä (1988 -
1992) Geologian tutkimuskeskuksesta, sekä dipl.ins. Erkki
Matilainen (1983 - 1988) ja dipl.ins. Tuomo Kallionpää
(1988 - 1992) Tiehallituksesta.
Alueellisista tutkimuksista vastasivat Juho Hyyppä ja
Heikki Penttinen, mikrobiologisista tutkimuksista fil.
kand. Kimmo Kuusinen sekä vajovesitutkimuksista LuK Matti
Sandborg. Projektin tutkijoina olivat fil.kand, Birgitta
Backman (1984 - 1988) ja LuK Matti Sandborg (1983 -
1991). Lysimetrien suunnitteluun ja kenttätöihin osallis
tuivat Eero Visa Geologian tutkimuskeskuksesta ja ve
sinäytteiden ottoon Marianne Lehtiö,
Projektisihteereinä toimivat fil.kand, Birgitta Backman
(1984 - 1988), fil.kand. Marianne Lehtiö (1988 - 1990) ja
fil,kand, Anna-Liisa Kivimäki (1991 - 1992). Projektin
konsultteina toimivat Maa ja Vesi Oy (1984 - 1992), Juho
Hyyppä (1989 - 1992) ja Insinööritoimisto Erkki Matilai
nen Oy (1988 - 1991).
Vesinäytteiden ottoon ja analysointiin ovat osallistuneet
projektin tutkijoiden lisäksi Helsingin, Keski-Suomen,
Kokkolan, Oulun, Turun ja Vaasan vesi- ja ympäristöpiirit
ja Geologian tutkimuskeskus, Vesinäytteet analysoitiin
vesi- ja ympäristöpiirien sekä Geologian tutkimuskeskuk
sen toimesta.
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Projektin rahoitukseen osallistuivat Vesi- ja ympäristö
hallitus, Tiehallitus, Geologian tutkimuskeskus, Ympäris
töministeriö, Maj ja Tor Nessiingin säätiö, Suomen Maara
kentajien Keskusliitto ry ja Rakennusalan neuvottelukunta.
Tutkimus tehtiin vuosina 1988 ja 1989 projektityönä
lysimetritutkimusten yhteydessä Tuusulassa. Laboratorio
analyysit tehtiin vesi- ja ympäristöhallituksen vesi- ja
ympäristötutkimustoimiston mikrobiologian laboratoriossa,
jonka esimiehelle MMT Maarit Niemelle lausun parhaat
kiitokset miellyttävästä työskentely-ympäristöstä sekä
arvokkaista kommenteista tutkimuksen käsikirj oitusta
tehtäessä.
Haluan esittää kiitokset myös MMK Kirsti Lahdelle (Lää
kintöhallitus) sekä muillekin nimeltä mainitsemattomille
käsikirjoitukseen annetuista hyödyllisistä neuvoista.
Kiitokset myös FT Dennis Bamfordille (Helsingin yliopis
ton perinnöllisyystieteen laitos) virusten- ja bakteeri
kannoista.
Raportin viimeistely ja toimitustyö tehtiin vesi- ja
ympäristöhallituksessa.
Kimmo Kuusinen
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JOHDÄNTO
Pohjavesi on normaalisti mikrobiologiselta laadultaan
hyvää, koska sade ja sulamisvesi muodostaessaan pohja-
vettä suodattuu biologisesti aktiivisen maan pintakerrok
sen sekä sen alapuolella olevien maakerrosten läpi.
Monet soranottoalueet ovat vedenhankinnalle tärkeillä
pohjavesialueilla, joilla riski pohjaveden laadun huo
nonemiseen kasvaa maan pintakerroksen puuttuessa. Samoin
soranoton päätyttyä soranattoalueen palautuminen luonnon-
tilaan kestää kauan. Tänä aikana pohjavesi on luonnonti
laisen alueen pohjavettä herkempi pilaantumiselle. So
ranottoalueita on mahdollista jälkihoitaa erilaisilla
menetelmillä, jolloin pohjavesi on todennäköisesti parem
massa suojassa mikrobiperäiseltä kontaminaatiolta,
Mikrobien kulkeutumista maan pinnalta pohjaveteen on
tutkittu aikaisemmin lähinnä jäteveden maahanimeyttämisen
yhteydessä. Koska tutkimukset on tehty ulkomailla, tutki
mustuloksia ei voida suoraan soveltaa Suomen olosuhtei
sun.
Soranoton vaikutukset pohjaveden mikrobiologiseen laatuun
tunnetaan huonosti. Tämän osatutkimuksen tavoite oli
alustavasti selvittää soranoton ja soranottoalueen jälki—
hoidon vaikutusta mikrobien kulkeutumiseen maaperässä ja
pohj avedessä.
Tutkimusten kokonaistavoitteena oli ensin selvittää
soranoton vaikutuksia pohjaveden määrään ja laatuun sekä
pohjaveden likaantumisriskiin. Toinen päätavoite oli
laatia tehtyjen selvitysten perusteella pohjaveden suoje
lua koskevat suositukset.
2 KIRJÄLLISUUSOSÄ
2,1 POHJÄVESI MIKROBIEN ELINYMPÄRISTÖNÄ
Mikrobit saattavat löytää kasvuun ja energian tuottoon
tarvitsemansa ravinteet pohjavedestä. Taulukossa 1 on
yhteenveto ympäristötekij öistä ja kasvuvaatimuksista,
jotka kontrolloivat mikrobien aktiivisuutta maanalaisessa
ympäristössä. Mikrobien aktiivisuuden tutkiminen luonnol
lisessa pohjavesiympäristössä on vaikeaa, Tästä syystä
mikrobien aktiivisuutta tutkitaan usein laboratorioihin
rakennetuissa mikroympäristöissä (Eitton and Gerba 1984).
Luonnontilaisissa pohjavesiesiintymissä ei normaalisti
ole patogeenisia mikrobeja. Poikkeuksia voivat olla
lähimpänä maan pintaa olevat pohjavedet, joihin pato
geenit saattavat levitä esim. jätevesien maahan imeyttä
misen seurauksena.
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Taulukko 1. Mikrobien esiintymiseen vaikuttavia tekijöitä maan.alaisessa ympäristössä (Bitton and Gerba 1984).
Tekij ä Huomautukset
Bakteeripitoisuus o - lo6 kpl/ml havaittu
Ympäristötekijät
Lämpötila yleensä sallii hitaan kasvun ja hyvän säilyvyyden
- lisääntyy syvyyden kasvaessa 3°C/lOOm saattaa estää kasvun
hyvin syvällä
Osmoottinen paine saattaa vaikuttaa vain suolapitoisessa ympäristössä
Hydrostaattinen
- ei todennäköisesti estä mikrobien kasvua
paine
pH
Redox—potentiaali - saattaa estää tiettyjen mikro—organismien kasvua hyvin
pelkistyneissä yspäristöissä
Pintojen vaikutus - biologinen hajotus tapahtuu todennäköisesti pohjavesialuaen
kiinteän aineksen pinnoilla
Kasvuvaatimukset
Hiilen lähteet epäorgaaninen hiili karbonaatit ja bikarbonaatit
- orgaaninen hiili: humusaineet ja mahdolliset jätevedestä
peräisin olevat orgaaniset aineet, osa huonosti hajoavia
Orgaanisten yhdis-’ hyvin alhaisissa pitoisuuksissa orgaanisia
teiden käyttotapa yhdisteitä saatetaan käyttää
Muut alkuaineet - sekundäärisinä aubstraatteina N. P. S. Na, Ca. Mg, ,. . voivat
olla läsnä riittävinä pitoisuuksina kasvulle
Elektroniakseptorit
- 02. osa pohjavesistä vähähappisia.
— iuita mahdollisia elektroniakseptoreita käytettävissä kuten
NO3- ja
Pohj avesimikrobio— - menetalmävaikeuksia kontaminoitumattomien
loginen näytteenotto näytteiden keräämiseasä
Luonnontilaisissa pohjavesiesiintymissä ei normaalisti
ole patogeenisia mikrobeja. Poikkeuksia voivat olla
lähimpänä maan pintaa olevat pohjavedet, joihin pato
geenit saattavat levitä esim. jätevesien maahan imeyt
tämisen seurauksena
2.2 POHJÄVEDEN MIKRO3IPERÄISEN SÄÄSTUMISEN LÄHTEITÄ
Pohjavettä on totuttu pitämään pintavettä parempilaa
tuisena, koska pohjavesi on muodostuessaan kulkenut
puhdistavan maakerroksen läpi.
Pohjavesi saattaa kuitenkin pilaantua sekä kemiallisesti
että mikrobiperäisesti. Pohjavesien mikrobiologista
laatua saattavat huonontaa kaatopaikkojen valumavedet,
jätevesilietteestä, vuotavista viemäreistä sekä eläinten
lannasta peräisin olevat mikrobit. Kuvassa 1 on piir
roksena osoitettu mikrobien kulkeutumisreittejä pohjave
teen.
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2.3 VEDEN MUKANA LEVIÄVIÄ PÄTOGEENISIÄ MIKROBEJÄ
Ihmisille tauteja aiheuttavia veden mukana leviäviä
mikrobeja voivat olla bakteerit, virukset ja alkueläi
met (taulukko 2). Vedessä kulkeutuvat patogeeniset
mikrobit kasvavat yleensä suolistossa, josta ne joutu
vat veteen ulosteiden mukana. Koska juomavettä kulute
taan suuria määriä, pienikin määrä patogeenisia mikro
beja voi saada aikaan infektion (Brock et al. 1984).
Maailmanlaajuisesti tärkeimmät veden mukana leviävät
tauteja aiheuttavat bakteerit ovat todennäköisesti
Salmonella typhi (lavantaudin aiheuttaja) sekä Vibrio
cholerae (koleran aiheuttaja). Molemmat edellämainitut
bakteerit häviävät kunnollisessa jäteveden puhdistuk
sessa. Epidemioita on nykyisin havaittu Euroopassa ja
Pohjois-Amerikassa vain vedenpuhdistushäiriöiden yh
teydessä tai patogeenien päästessä vuotavista viemä
reistä juomaveteen (Brock et al, 1984).
Kuva 1, Mikrobien kulkeutumisreittejä pohjaveteen
(Keswick and Gerba 1980).
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Taulukko 2, Tärkeitä veden mukana leviäviä patogeeneja (Stenström
et ei, 1980, Lääkintöhallituksen työryhmän mietintöjä 1983).
tauti oireet
BÄKTEEREJÄ
Salmonella typhi lavantauti korkea kuume, sepsis ym.
Salmonella paratyphi pikku lavan- kuume, ripuli
tauti
Muut Salmonellat ripuli
Shigella punatauti kuume, ripuli
Vibrio cholerae kolera ripuli
Yersinia
enterocolitica ripuli, kuume, nivelkipu
Toksiinia muodostava
Escherichia coli ripuli
VIRUKS IÄ
Hepatit Ä keitatauti
Polio polio
Coxsackie kuume, päänsärky, ripuli
Echo
Ädeno hengitystieinfektioita,
kuume
Rota ripuli (lähinnä lapsilla)
Norwalk suolistoin- ripuli, pahoinvointi, lie
fektiot vä kuume, vatsakivut
ALKUELÄIMIÄ
Entamoeba
histolytica punatauti ripuli
Giardia lambiia krooninen ripuli, vatsakipu
Neagieria meningoenkefaliitti
Tämän vuosisadan vaihteessa havaittiin erääksi lavan
taudin syyksi raakojen vihannesten syönti, joita oli
kasvatettu jätevedellä lannoitetussa maassa. Lavantau
tia yleisempi veden mukana leviävä sairaus on salmonel
loosi, jonka aiheuttajia ovat muut Salmonella-lajit
kuin 5. typhi (Brock et al. 1984).
Virusten väheneminen vesissä on usein varsin hidasta,
sillä suotuisissa olosuhteissa virukset voivat säilyä
vedessä infektiokykyisinä viikkoja, jopa kuukausiakin.
Lisäksi tiedetään, että jo yksikin viruspartikkeli voi
esimerkiksi juomavedessä aiheuttaa sairastumisen (Lää
kintöhallituksen työryhmän mietintöjä 1983).
Älkueläinten suhteellisen merkityksen mittaamiseksi
vesiperäisenä terveysriskinä on tietoja käytettävissä
Yhdysvalloista, jossa on pitkään ollut järjestelmä
kaikkien vesiperäisten epidemioiden selvittämiseksi.
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Osoitettujen aiheuttajien joukossa Giardia lamblia on
kaikkein yleisin, siis esimerkiksi yleisempi kuin yksi
kään bakteeri (Lääkintöhallituksen työryhmän mietintöjä
1983).
2,4 INDIKÄÄTTORIORGANISMIEN KÄYTTÖ PÄTOGEENISTEN MIKROBIEN
OSOITUKSESSÄ
Kirkkaalta ja puhtaalta näyttävä vesi voi sisältää niin
paljon patogeenisia mikrobeja, että se voi olla ter
veydelle vaarallista. Patogeenisten mikrobien etsintä
suoraan vesinäytteistä on vaikeaa, koska kyseessä voi
olla useita eri bakteeri- virus- ja alkueläinlajeja.
Tämä vaikeus voidaan sivuuttaa käyttämällä indikaatto
riorganismeja, jotka ovat helposti määritettävissä,
Tällaiset indikaattoriorganismit ovat yleensä bakteere
ja, jotka normaalisti esiintyvät vain ihmisten sekä
tasalämpöisten eläinten suolistossa. Jos näitä mdi
kaattoribakteereja tavataan vesinäytteistä, on epäiltä
vissä suolistoperäistä kontaminaatiota ja mahdollista
patogeenisten bakteerien läsnäoloa
Vedessä tällaiset indikaattoribakteerit eivät yleensä
lisäänny vaan vähitellen kuolevat, kuolemisnopeuteen
vaikuttavat lämpötila, pH ym. tekijät. Indikaattoribak
teerit eivät yleensä häviä nopeammin kuin patogeeniset
bakteerit kuten esim, Salmonella ja Shigella, jolloin
indikaattoribakteerien esiintyminen osoittaa mahdollis
ta suolistopatogeenien läsnäoloa (Brock et al, 1984).
Vanhin käytetty indikaattori on koliformisten baktee
rien ryhmä, joka määritellään standardin SFS 3016
mukaan: Itiöitä muodostamattomia, gram-negatiivisia
sauvabakteereja, jotka ovat oksidaasinegatiivisia,
fakultatiivisesti anaerobisia ja pystyvät kasvamaan
sappea tai samalla tavalla vaikuttavia muita pinta-
aktiivisia aineita sisältävässä ympäristössä. Lisäksi
ne pystyvät fermentoimaan laktoosia tuottaen happoa,
kaasua ja aldehydiä 48 tunnissa lämpötilan ollessa
35°C tai vaihtoehtoissti 37°C..”
Tietyt koliformit (kuten Enterobacter) voivat kasvaa
normaalisti maaperässä, jolloin niiden indikaattoriarvo
on maaympäristössä huonompi.
Saman standardin (SFS 3016) mukaan lämpökestoiset koli
formiset bakteerit ovat bakteereja, jotka tuottavat
kaasua ja happoa laktoosista myös lämpötilassa 44.5°C
24 tunnissa. Tätä ryhmää pidetään luotettavampana suo
listoperäisen kontaminaation osoittaj ana.
Toinen tärkeä mahdollista ulosteperäistä kontaminaa
tiota osoittava bakteeriryhmä ovat fekaaliset strepto
kokit, joiden merkittävin kasvuympäristö on ihmisten ja
eläinten suolisto. Vesissä ne eivät yleensä lisäänny
(SFS 3014).
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Virusten säilymistä ja kulkeutumista maaperässä sekäpohjavedessä on tutkittu käyttämällä mm. polioviruksia,enteroviruksia sekä kolifaageja (Lahti 1981), Havelaar(1986) on väitöskirjassaan todennut geneettisesti modifioidun Salmonella-kannan (Salmonella typhimurium faagityyppi 3:een siirretty piasmidi F’42 lac::Tn 5) olevan sopiva jätevedessä olevien bakteerifaagien lukumäärän selvittämiseen.
2.5 SUOLISTOPERÄISTEN MIKROBIEN SÄILYMINEN MAASSA JA POHJAVEDESSÄ
Suolistoperäisten bakteerien ja virusten aiheuttamastapohjavesien pilaantumisesta on olemassa kirjallisuus-selvitys, joka on julkaistu Vesihallituksen tiedotuksena numero 208 vuonna 198]. (Lahti 1981). Samoin Vesihallituksen tiedotuksena (Nc 179) on julkaistu tutkimusmaan jäätymisen vaikutuksesta jätevesilietteen bakteereihin (Rautopuro 1979),
Nämä kaksi tutkimusta käsittelevät aiheesta olevaa kirjallisuutta julkaisuvuoteensa asti, joten tässä “Maaaineksen oton vaikutus mikrobien pohjaveteen kulkeutumisessa” -tutkimuksen kirjallisuusselvityksessä käsitellään lähinnä aiheesta olevaa uudempaa kirjallisuutta.
Pohj avettä suoj eltaessa mikrobiologiselta kontaminaatiolta on tärkeätä tietää mikrobien kyky säilyä hengis
sä niiden luonnollisen elinympäristön ulkopuolella sekäkyseisten mikrobien kyky tunkeutua pohjavettä suojaavien maakerrosten läpi. Mikrobien hengissäsäilymiseen jamaassa kulkeutumiseen vaikuttavat useat tekijät(kuva 2).
Kuva 2. Mikrobien hengissäsäilymiseen ja maassa kulketumiseen vaikuttavia tekijöitä (Stenström and Hoffner1982).
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Useimmat suolistoperäiset patogeeniset bakteerit kuole
vat nopeasti ihmisen ruoansulatuselimistön ulkopuolel
la. Eri bakteerilajien hengissäsäilymisajat vaihtelevat
suuresti ja yleistämistä on vaikea tehdä tutkimatta
kutakin lajia erikseen, Yleensä 2 - 3 kuukautta normaa
lin kasvuympäristön ulkopuolella on riittävä aika
patogeenisten bakteerien lukumäärän vähentämiseksi niin
aihaiseksi, etteivät ne kykene enää aiheuttamaan infek
tiota (Bitton and Gerba 1984). Bakteerien hengissä
pysymiseen vaikuttavia tekijöitä esitetään taulukossa
3,
Taulukko 3. Suolistoperäisten bakteerien maassa säilymiseen va
i
kuttavia tekijöitä (Gerba et al. 1975).
Tekij ä Huomautukset
osteus Pitempi säTiymisaika kosteassa maassa ja
runsaiden sateiden aikana
Kosteuden pidä- Hengissäsäilymisaika on lyhyempi hiekka
tyskyky maissa kuin suuremman vedenpidätyskyvyn
omaavissa maissa
Lämpötila Pitempi säilymisaika matalissa lämpötilois
sa
pH Lyhyempi säilymisaika happamissa maissa
(pH 3 - 5) kuin alkaalisissa maissa
Äuringonvalo Lyhyempi säilymisaika maanpinnalla
Orgaaninen aine Pitempi säilymisaika ja mahdollinen lisään
tyminen jos riittävästi orgaanista ainesta
läsnä
Maaperäeliöstön Pitempi säilymisaika steriilissä maassa
antagonismi
Suolistoperäiset bakteerit säilyvät hengissä maaperässä
huonoissa olosuhteissa harvoin yli 10 päivää, suotui
sissa oloissa jopa 100 vuorokautta (Gerba et al. 1975).
Filip et al. (1988) on tutkimuksissaan todennut suolis
tobakteerien säilyvän pohjavesiolosuhteissa
100 C:een
lämpötilassa reilusti yli 100 vuorokautta kuten kuvasta
3 voi havaita.
Tärkein tekijä suolistobakteerien hengissäsäilymiseen
maassa on riittävä kosteus. Lämpötila, pH ja orgaanisen
aineksen läsnäolo voivat myös vaikuttaa suolistobak
teerien säilymiseen maassa. Lämpötilan muutokset,
hapen läsnäolo, helposti käytettävissä olevan ravinnon
väheneminen ja rnaaeliöiden saalistus voivat aiheuttaa
bakteerien kasvulle epäsuotuisat olosuhteet.
Maan säännöllinen tai osittainen kuivuminen lisää bak
teerien kuolevuutta. Lisäksi bakteerit näyttävät säily
vän pitempään viileässä kuin lämpimässä maaperässä kun
taas alhainen pH, alhainen orgaanisen aineksen määrä
Iog
sekä alhainen kosteus lisäävät kuolevuutta, Älhaisen
pH:n on katsottu vaikuttavan suoraan eliöiden hengissä
pysymiseen sekä ravinnon käytettävyyteen (Canter et al.
1987).
Eräs tärkeä tekijä suolistoperäisten bakteerien säily
miseen maaperässä ja pohjavedessä on kyseisten baktee
rien alkuperäinen lukumäärä. Mitä enemmän suolistope
räisiä bakteereja on joutunut maaperään, sen suurempi
todennäköisyys on, että joukossa on ympäristävaikutuk
sia paremmin kestäviä bakteereja tai että osa baktee
reista pääsee sopiviin mikroympäristöihin esim, ravin
non lähelle (Stenström och Biomen 1981).
Ruotsissa on tutkittu 1980-luvun alussa (Stenström och
Elomen 1981) maaperän ja lämpötilan vaikutusta suolis
tobakteerien hengissäsäilymiseen laboratorio-oloissa
Näissä tutkimuksissa havaittiin sekä indikaattorior
ganismien (E coli ja Streptococcus faecalis) että
patogeenisten bakteerien (Salmonella, Yersinia ja Shi
gella) säilyvän hengissä 20°C maassa yli 2 kuukautta.
Kylmemmissä olosuhteissa (4°C) ratkaiseva väheneminen
tapahtui ajalla 2 - 4 kuukautta siitä kun bakteerit
joutuivat maahan.
Samassa tutkimuksessa havaittiin maaperän laadulla
olevan selvä vaikutus bakteerien elinaikoihin: Salmo
nella, Shigella ja E. coli säilyivät hengissä moreeni
ja ruskomaassa lyhyemmän aikaa kuin hiekkamaassa toden
näköisesti aihaisemman pH—arvon vuoksi.. pH-arvo alle
55 on epäedullinen gram-negatiivisille suolistobaktee
reille
Lämpötila vaikuttaa lähinnä suoraan bakteerien aineen
vaihduntaprosesseihin. Älhaisissa lämpötiloissa aineen
vaihdunta on hitaampaa, jolloin bakteerien varastora
vinteet kuluvat hitaammin pidentäen elossapysymisaikaa.
Lämpötila vaikuttaa myös epäsuorasti siten, että kor
keammassa lämpötilassa “normaalien maaorganismien”
aktiivisuus lisääntyy ja siten myös niiden antagonisti
nen vaikutus suolistobakteereihin lisääntyy (Stensträm
och 3lomen 1981).
Kuva 3. Mikrobien säilyminen pohjavesiolosuhteissa(Filip et. al. 1988).
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Virusten hengissäpysymiseen maaperässä vaikuttavia
tekijöitä on esitetty taulukossa 4. Lämpötila vaikuttaa
huomattavasti virusten säilymiseen siten, että alhai
nen lämpötila lisää säilyvyyttä voimakkaasti. Tämä
saattaa osittain johtua aihaisessa lämpötilassa pie
nemmästä antagonistisesta mikrobiaktiviteetista (Sten
ström et al, 1980),
Tutkimuksissa on havaittu virusten säilyvän maassa jopa
170 päivää 3-10°C lämpötilassa, korkeammassa lämpöti
lassa (18-23°C) lyhyemmän aikaa. Samoissa tutkimuksissa
on havaittu myös kosteuden vaikutus virusten säilymi
seen maaperässä. Enterovirukset säilyivät ilmakuivassa
maassa 15-25 päivää, 10 % kosteudessa olevassa maassa
60-90 päivää (Gerba and Bitton 1984).
Taulukko 4. Virusten maaperässä säilymiseen vaikuttavia tekijöitä
(Gerba and Bitton 1984).
Tekij ä Huornautukset
Lämpötila lämpimyys on yksi haitallisimmista tekijöistä
Kuivuminen yksi haitallisimmista tekijöistä, virusten säily
minen kuivuvissa maissa vähenee
Äuringonvalo on haitallinen maanpinnalla
Maan pH voi epäsuorasti vaikuttaa virusten säilymiseen
vaikuttamalla virusten maahan adsorboitumiseen
Kationit tietyillä kationeilla on lämmönsietoa stabiloiva
vaikutus viruksiin, vaikuttavat myös epäsuorasti
virusten säilymiseen lisäämällä virusten adsorp
tiota maahan
Maan rakenne savimineraalit ja humusaineet lisäävät maan ve
denpidätyskykyä ja virusten säilyvyyttä
Bakteerien ja virusten hengissä säilymisestä pohjave
dessä tiedetään hyvin vähän. Tutkimustulokset viittaa
vat siihen, että bakteerit ja virukset säilyvät pitem
pään pohjavesissä kuin pintavesissä. Virusten on todet
tu säilyvän pitempään pohjavesissä kuin indikaattori
bakteerien (Gerba and Bitton 1984).
2.6 SUOLISTOPERÄISTEN MIKROBIEN KULKEUTUMINEN POH3ÄVETEEN
Useat eri tekijät vaikuttavat mikrobien kulkeutumiseen
maaperässä kuten kuvasta 2 voitiin havaita. Jäteveden
tunkeutuessa maaperään suolistoperäisten bakteerien
lukumäärä vähenee bakteerien kuollessa, siivilöityessä
ja adsorboituessa pintoihin. Bakteerien siivilöityminen
maahiukkasten väliin on todennäköisesti tärkein tekijä,
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joka estää bakteerien kulkeutumista syvemmälle maape-
rään (Lance 1984).
Siivilöitymisen tehokkuuteen vaikuttaa tietenkin maa
hiukkasten koko, hienojakoisessa hiekkamaassa (raekoko
0.15 mm) on huokoskoko keskimäärin suurempi kuin 20 um.
Tällainen maaperä ei vielä tehokkaasti siivilöi baktee
reja, joiden koko on 0.5 5 um, tai edellisiä sata
kertaa pienempiä viruksia. Tehokkaampi siivilöintiomi
naisuus on savipitoisella maaperällä, jolloin raekoko
on pienempi ja näin myös maaperän huokoskoko on pienem
pi. Yleisesti voidaan todeta, että mitä suurempi mikro
organismi on, sen tehokkaammin se pidättyy maaperään.
Tästä johtuen loiseläinten leviäminen pohjaveteen on
huomattavasti epätodennäköisempää kuin bakteerien tai
virusten (Stenström och 3lomn 1981).
Ädsorptio maahiukkasten pintaan on toinen tärkeä me
kanismi, joka estää bakteerien kulkeutumista syvemmälle
maaperään, Ädsorptio lienee merkityksellisin maalajeis
sa, joissa huokoskoko on muutamia kertoja tyypillisiä
bakteereja suurempi. Savien ominaispinta-ala on suuri,
joten adsorptiopaikkoja on runsaasti. Koska bakteerien
pinta on negatiivisesti varautunut, voisi kuvitella
useimpien maaperien negatiivisten nettovarauksien en
nemmin hylkivän bakteereja kuin adsorboivan niitä.
Ädsorptio kuitenkin tapahtuu sopivissa olosuhteissa
neutraalissa tai hieman happamassa pH:ssa. Vedessä
olevat kationit (Ca2, N& , W ) neutraloivat ja joskus
ylikyllästävät bakteerien pinnat altistaen ne negatii-
visesti varautuneiden maahiukkasten adsorptiolle (Can
ter et al. 1987),
Virusten pohjaveteen kulkeutumiseen vaikuttavia teki
jöitä esitetään taulukossa 5.
Mikrobien mahdolliseen pohjaveteen kulkeutumiseen vai
kuttavat myös ilmasto, maanpinnan kasvipeite, pintarnaan
eliöt, maaperän tyyppi ja ekologia, maaperän horisont
tien tyyppi ja paksuus sekä pohjaveden etäisyys maan
pinnasta (Alföldi 1988).
Alföldin (198$) tekemän kirjallisuustutkimuksen mukaan
erityyppisten bakteerien on todettu kulkeutuvan pohja
vesiolosuhteissa vertikaalisuunnassa 0.75 - 22 metriä,
horisontaalisuunnassa 1 - 920 metriä bakteerityypistä
ja olosuhteista riippuen.
Todennäköisyys patogeenisten bakteerien aiheuttamaan
pohjaveden saastumiseen on pieni normaaleissa olosuh
teissa maan pintakerroksessa olevan runsaan mikrobimää
rän vuoksi, Maaperässä luonnostaan kasvavat bakteerit
ovat sopeutuneet ympäristöönsä ja pystyvät kilpailussa
ravinteista yleensä eliminoimaan mahdolliset patogeeni
set bakteerit. Jos maan pintakerros poistetaan ja maa
perä on hyvin vettä läpäisevää, patogeenisten mikrobien
pääsy pohjaveteen on hyvin mahdollista,
Virusten pohjaveteen kulkeutumisen seuranta on huomat
tavasti vaikeampaa kuin bakteerien erilaisesta viljely-
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tavasta sekä virusten alliaisesta lukumäärästä johtuen.
Jätevedessä on havaittu indikaattoribakteereja noin
i0-i0 kpl/ml, mutta esim. bakteeriviruksia vain
noin 102 Q3 kpl/ml (Niemi 1977).
Hyvinkin pieniä bakteeripitoisuuksia voidaan määrittää
yksinkertaisesti suodattamalla riittävä määrä vettä
bakteereja pidättävän suodatinkalvon läpi ja kasvatta
maila suodatinkalvolle jääneet bakteerit sopivassa
elatusaineessa Bakteeriviruksia määritettäessä pieni
määrä vesinäytettä (esim. 1-20 ml) sekoitetaan sopivan
isäntäbakteerin kanssa ja viljellään kasvualustalla.
Tätä menetelmää käytettäessä täytyy vesinäytteessä olla
vähintään 5-100 bakteerivirusta 100 miililitrassa vesi
näytettä ennenkuin ne voidaan osoittaa. Viruksia voi
daan myös konsentroida eri menetelmillä, mutta nämä
menetelmät ovat hankalia ja aikaa vieviä. Eräs mahdol
linen tapa virusten kulkeutumisen seuraamiseksi on
virusten kasvattaminen laboratoriossa ja konsentroidun
virusliuoksen lisääminen esim, jäteveden mukana maape
rään.
Virusten pohjaveteen kulkeutumiseen vaikuttavia teki
jöitä esitetään taulukossa 5.
Taulukko 5. Virusten pohjaveteen kulkeutumiseen mahdollisesti
vaikuttavia tekijöitä (Gerba and Bitton 1984).
Tekij ä Huomautukset
Maatyyppi hienorakiset maal idättävEviruksia tehok
kaammin kuin karkearakeiset maat rautaoksidit
lisäävät maan adsorptiviteettiä
pH pH:n laskiessa adsorptiviteetti yleensä nousee
Kationit kationien määrän lisääntyessä adsorptio li
sääntyy (kationit vähentävät virusten ja
maahiukkasten välisiä hylkiviä voimia)
sadevesi saattaa vähentää adsorptiota alhai
sen ionikonsentraation takia
Liukoiset orgaa- yleensä kilpailevat virusten kanssa adsorptio
niset aineet paikoista
jätevesikonsentraatioissa ei yleensä merkittä
vää kilpailua
humus- ja fulvohapot vähentävät virusten
adsorptiota maahan
Virustyyppi virustyyppi ja -kanta vaikuttavat maahan
adsorboitumiseen
Virtausnopeus virtausnopeuden kasvaessa virusten adsorptio
vähenee
Kyllästynyt/kyl- virusten liikkuminen on vähäisempää kun maa
lästymätön vir- perä ei ole vedellä kyllästynyt
taus
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3 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET
“Maa-aineksen oton vaikutus pohjaveteen” -projektin
loppuvaiheessa tehtiin lika-aineiden kulkeutumista
selvittävä lysimetritutkimus. Tämän tutkimuksen osatut
kimus on “Mikrobien kulkeutuminen maaperässä ja pohjave
dessä”
Tutkimuksen keskeisenä tavoitteena oli alustavasti sel
vittää indikaattoribakteerien avulla, miten maan luon
nontilaisen pintakerroksen poistaminen vaikuttaa jäte
vedestä peräisin olevien mikrobien kulkeutumiseen maa-
perässä.
Lisäksi selvitettiin soranottoalueen jälkihoidon merki
tystä pohjaveden mikrobiperäi sen kontaminaation estämi
seksi. Molempien tekijöiden vaikutusta selvitettiin
maahankaivettuj en lysimetrien avulla.
Tutkimukseen kuului myös alustava esiselvitys virusten
kulkeutumisesta pohj avedessä,
Tästä tutkimuksesta saatavia tietoja voidaan käyttää
pohj aveden mikrobiologiaan liittyvien j atkotutkimusten
perustana.
4 K 0 K E E L L 1 N E N 0 5 Ä 1, LYSIMETRIKOKEET
4.1 AINEISTO JA MENETELMÄT
4,1,1 Tutkimuslaitteisto
Bakteerien kulkeutumista maan pinnalta pohjaveteen
tutkittiin lysimetriastioilla (kuvat 4 ja 5) Lysimet
riastia on suorakulmainen muovinen pönttö, jonka mitat
ovat yläpäästä 43 x 43 cm ja korkeus 70 cm. Sen ala-
päästä lähtee 1 - 3 muovista poistoletkua. Letkujen
määrällä varmistetaan letkujen aukipysyminen. Maahan
kaivetaan kuoppa jonka rintaukseen halutulle syvyydelle
ehjän pintakerroksen alle tehdään 1 - 1.5 m syvä,
lysimetripöntön suuruinen kolo. Pönttöön pannaan puoli
väliin asti seulottua soraa. Se työnnetään paikoilleen
ja täytetään perusmaalla. Kuoppaan tehdään kaivonren
kaista kuilu, jonka alaosaan poistoletkut johdetaan.
Lysimetriastioita voidaan sijoittaa samaan kuoppaan
useita. (Vesi- ja ympäristöliallitus et al, 1987).
Edellisessä kappaleessa esitetty lysimetrilaitteiston
kuvaus liittyy maannoslysimetreihin. Tässä tutkimukses
sa käytettiin Tuusulan kunnassa Rusutjärven kylän Kapu
lasillanmäkeen rakennettua maannoslysimetriä, jossa oli
6 lysimetriastiaa sijoitettuina eri syvyyksille taulu
kon 6 mukaisesti.
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Taulukko 6. Maannoslysimetriastiat (Vesi- ja ympäristö-
hallitus ym. 1g88).
Ästian Ästian yläreuna Maahorisontit cm pinnasta
tunnus cm maanpinnasta
H335 Ä 11 karikekerros 4 - 5
3 16 humuskerros 5 7
C 30 uuttumiskerros 7 - 12
D 80 rikastumiskerros 12 40
E 122 pohjamaa 40
F 270
Maannoslysimetriastiat sij aitsevat täyskasvuista mänty
metsää kasvavalla luonnontilaisella harjulla. Äluskasvil
lisuus on sammalta ja varpukasveja (mustikka ja puoluk
ka).
Jälkihoitolysimetrit sij aitsevat läheisellä Palaneenmäen
soranottoalueella. Jälkihoitolysimetrit ovat rakenteel
taan samankaltaisia kuin maannoslysimetrit, erona on
luonnontilaisen pintamaan puuttuminen soranoton vaikutuk
sesta ja sen korvaaminen erilaisilla jälkihoitomenetel
millä.
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0 1500 m
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- --
—---‘- hjvdn pinta
POHJAVEDEN
HAVAINIOPUTKI 1 NO 50 muovb
uønnntilinen naa
Kuva 4. Lysimetrilaitteisto (Vesi- ja ympäristöhallitus
ym. 1988).
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Taulukko 7. Jälkihoitolysimetrit
Astian Ästian yläreuna Jälkihoitomenetelmä
tunnus cm maanpinnasta
H338X 110
H338Y 105 hiekka
H338Z 90
H338R 55
H339x 100 pintamaa
H339Y 90 hiekka
H339Z 80 rikastumiskerros
H339R 50 hiekka
JXH33AX n. 100 hiekka
JYH33AY 50 rikastumiskerros
hiekka
Soranoton vaikutusta tutkittiin Tuusulan Nukarissa
soranottoalueelle rakennetun soralysimetrin avulla.
Soralysimetri on kooltaan 3 m x 6 m, se on muovilla
verhoiltu soralla täytetty kuoppa, johon on asennettu
lysimetrilaatikoita. Laatikoiden yläreunat ovat 1, 2 ja
3 metrin syvyydessä soran pinnasta. Lisäksi “muovipussin” pohjasta 4 m syvyydestä kerätään vesi talteen
muoviletkuilla rinteen alapuolella olevaan muoviastiaan, Rinteen alapuolelle päättyvät myös lysimetriastioista tulevat muoviletkut.
uonnontil.
ma uonn,ntiIner
ettiastia
muova
Kuva 5. Lysimetriastioiden sijoittelu ylhäältä (Vesi- jaympäristöhallitus et. al. 1988).
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4.1.2 Näyt teenotto
Jokainen lysimetrilaatikosta tuleva muoviletku pidet
tiin näytteidenottovälin aikana suljettuna kumitulpal
la. Näytettä otettaessa kumituippa poistettiin ja lysi
metrilaatikosta tuleva vesimäärä mitattiin 0.1 litran
tarkkuudella. Viimeinen vesilitra otettiin happopestyyn
ja tislatulla vedellä huuhdeltuun 1 litran muovipulloon
ja kuljetettiin laboratorioon, jossa kaikki näytteet
analysoitiin seuraavan päivän aamuna.
Näytteiden hakupäivä oli maanantai, jotta kaikki bak
teerimääritykset olisi saatu tehtyä saman viikon aika
na. Näytepulloja säilytettiin 4°C:ssa analyysien alkuun
asti, Bakteerisuodatusten jälkeen viljelmiä pidettiin
huoneenlämmössä 0.5 - 1 tuntia ennen kasvatus kaappei
hin laittoa lämpötilaeroista johtuvien stres siteki
jöiden vähentämiseksi. Määritykset tehtiin Vesi- ja
ympäristöntutkimustoimiston laboratoriossa Helsingin
Kyläsaaressa.
4.1.3 Seurattavat parametrit
4.1.3.1 Bakteerimääritykset
Näytteiden koliformisten bakteerien kokonaismäärä mää
ritettiin kalvosuodatusmenetelmällä standardin SFS 3016
mukaan. Kasvualustana käytettiin LES Endo-agaria ja
suodatinkalvoina Sartoriuksen selluloosanitraattikalvo
ja 0.45 um, halkaisija 47 mm (tyyppi 11406-47-ÄCN).
Maljojen inkubointilämpötila oli 350 0..5°C ja -aika 24
3 tuntia. Kasvatuksen jälkeen laskettiin tyypilliset
pesäkkeet, joista osa otettiin jatkotesteihin. Jatko
testejä varten pesäkkeet puhdistettiin tryptonihiiva
uutealustalla (SFS 4088) ja puhdistetuille pesäkkeille
tehtiin oksidaasitesti. Oksidaasinegatiivisten kantojen
kaasunmuodostuskyky laktoosista tutkittiin LTM-liemi -
putkissa (SFS 4088) 350 0.5°C 24 ja 4$ tunnin kasvatuk
sen kuluttua, Jatkotestejä ei tehty kahtena ensimmäise
nä näytteenottokertana, vaan vasta kolmannesta näyt
teenottokerrasta lähtien ensin osalle näytteistä, myö
hemmin kaikille näytteille.
Näytteiden lämpökestoisten (fekaalisten) koliformisten
bakteerien lukumäärä määritettiin myös kalvosuodatus
menetelmällä standardin SF8 4088 mukaan. Kasvualustana
käytettiin mFC-agaria ja suodatinkalvoina Sartoriuksen
selluloosanitraattikalvoja 0.45 um, halkaisija 47 mm
(tyyppi 11406-47-ÄCN). Maljojen inkubointilämpötila oli
44,50 0.5°C ja -aika 22 2 tuntia. Kasvatuksen jälkeen
laskettiin tyypilliset pesäkkeet, joista 10 - 30 kap
paletta kustakin näytteestä otettiin jatkotesteihin.
Jatkotesteissä tutkittiin kaasunmuodostus laktoosista
LTM-liemiputkissa 44,50 0.,5°C 22 2 tunnissa, Kaasua
muodostaville kannoille tehtiin lisäksi indolitesti sa
moissa LTM-liemiputkissa välittömästi kaasunmuodostuk
sen toteamisen jälkeen. Kaasua muodostavat indoliposi
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tiiviset kannat tulkittiin alustaviksi Escherichia co
leiksi, Jatkotestit tehtiin kaikille näytteille,
Fekaalisten streptokokkien lukumäärä määritettiin kai
vosuodatusmenetelmällä standardin SFS 3014 mukaan.
Kasvualustana käytettiin KF-streptococcus-agaria (Dif
co) ja suodatinkalvoina Sartoriuksen selluloosanitraat
tikalvoja 0.45 um, halkaisija 47 mm (tyyppi 11406-47-
ÄCN). Maljojen inkubointilämpötila oli 35° 0,5°C ja-
aika 48 4 tuntia. Kasvatuksen jälkeen laskettiin tyy
pilliset pesäkkeet, joista 10 30 kappaletta kustakin
näytteestä otettiin jatkotesteihin. Jatkotesteissä
tutkittiin eskuliinin hydrolyysikyky BEÄ-maljoilla 44
4 tunnin kuluessa lämpötilassa 44° 0.5°C. Lisäksi teh
tiin katalaasikoe, Näiden testien jälkeen eskuliinia
hydrolysoivat katalaasinegatiiviset kannat määritettiin
tarkistuneiksi fekaalisiksi streptokokeiksi.
Näytteiden suuren lukumäärän vuoksi rinnakkaisia määri
tyksiä ei tehty kokeen ensimmäisen kuukauden aikana.
Tämän jälkeen tehtiin rinnakkaiset viljelyt sellaisille
näytteille, joista oli löytynyt bakteereja kokeen alus
ta lähtien.
Suodatettavat näytemäärät olivat kokeen alussa 10 ml, 1
ml ja 0,1 ml kahtena ensimmäisenä näytteenottokertana,
sen jälkeen 100 ml, 10 ml ja 1 ml kahtena seuraavana
näytteenottokertana. Tästä eteenpäin suodatusmäärät
vaihtelivat näytteiden bakteeripitoisuuksien mukaises
ti. Jos aikaisemmissa näyeissä oli runsaasti baktee
reja tehtiin useita suodatuksia, jotta maljoilla kas
vaisi sopiva bakteerimäärä luotettavaa laskua varten (2
- 200 kpl/maija). Bakteerittomista tai lähes baktee
rittomista näytteistä suodatettiin 100 ml. Lopullisissa
laskuissa kaikki tulokset ilmoitetaan kpl/100 ml.
Suodatettaviin näytetilavuuksiin vaikutti myös näyte
pullojen sisältämä vesimäärä. Joissakin tapauksissa
näytteen vähyyden takia suodatettiin pienempiä tila
vuuksia.
4. 1.3.2 Virusmääritykset
Levitetystä jätevedestä (4.1.4 ja 4.1.5) sekä maannos
lysimetrinäytteistä tehtiin kokeen alussa virusmääri
tykset. Työssä käytettiin Hollannista Ä.H. Havelaarilta
saatua ENÄ-faagi-isäntäbakteerikantaa WG 49, joka on
tehty siirtämällä plasmidi Ff42 lac::Tn 5 Salmonella
typhimurium faagityyppi 3 -kantaan. Tätä pidetään sopi
vana bakteeri-isäntänä jätevedessä oleville RNÄ-faa
geille (Havelaar 1986).
Lyofilisoitu WG 49 -kanta elvytettiin Tryptic Soy
Broth1issa (30g/litra, Difco). Tästä tehtiin laimennos
sarja mFC-alustalle (SFS 4088), johon oli lisätty se
lektiivisinä tekijöinä 20 mg/l kanamysiinisulfaattia
sekä 100 mg/l nalidiksiinihappoa steriilisuodatuksella.
Kasvatuksen jälkeen poirnittiin mFC-alustalta laktoosi
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positiivinen pesäke, joka siirrostettiin Tryptic Soy
Broth-alustaan säilytystä varten.. Uudelleen kasvatettua
WG 49 -kantaa siirrostettiin 1.5 ml 2 mi:n kryoampul
leihin 20 % v/v giyserolissa, säilytys -70°C:ssa.
RNÄ-faagimääritykset tehtiin liitteen 1 mukaisesti.
Keväällä 1989 tehdyssä erillisessä virusten maaperässä
kulkeutumiskokeessa Nukarin soralysimetrissä käytettiin
PRO 1 -faageja isäntäbakteerinaan Salmonella typhimu
rium SL 5676 PLM 2, Sekä virus että isäntäbakteeri
saatiin Helsingin yliopiston perinnöllisyystieteen
laitokselta. Syksyn 198$ RNÄ -faagikokeessa todettiin
jätevedessä olevan liian vähän RNÄ -viruksia (358 kpl/
ml), joten PRO 1 -faagia päätettiin kasvattaa suuri
määrä. Virussuspensiota kasvatettiin 411 ml, suspen
siossa oli viruksia 5.4 x 1011 kpl/ml, tästä käytet
tiin soralysimetrikokeessa 61 ml.
PRO 1 -faagin kasvatus ja määritys esitetään liitteissä
2 ja 5..
4.1.3.3 pH-määritys
Kaikkien lysimetrinäytteiden pH-arvo määritettiin bak
teerimääritysten jälkeen samana päivänä, pH-mittarina
oli digitaalinen PHM 82 (Radiometer), joka kalibroitiin
ennen mittauksia pH 4 ja pH 7 puskuriliuoksilla.
4. 1.3.4 Kokonaisbakteerimäärä
Lysimetrinäytteiden kokonaisbakteerimäärä laskettiin
10. 10.. 1988 näytteistä epifluoresenssimikroskoopilla
akridiinioranssilla värjätyistä näytteistä liitteessä 2
olevan ohjeen mukaisesti.
4.1..3..5 Älkaalisen fosfataasin määritys
Älkaalinen fosfataasientsyymi on useilla eliöillä
esiintyvä orgaanisia fosforiyhdisteitä hajottava
entsyymi, jonka aktiivisuus kuvaa orgaanisten yhdis
teiden hajotusaktiivisuutta. Tämän entsyymin aktiivi
suudet mitattiin 10.10. ja 31.10. otetuista lysimet
rinäytteistä. Vertailun vuoksi määritettiin entsyymiak
tiivisuudet myös 27,9 ja 31.10. otetuista pohjavesistä
(Kapulasillanmäen pohjavesiputkesta noin 20 metrin
syvyydestä). Älkaalisen fosfataasientsyymin aktiivi
suudet määritettiin liitteessä 3 olevan ohjeen mukai
sesti..
4.1.4 Tutkimuksessa käytetty jäte
vesi
Bakteerien maaperässä kulkeutumisen seuraamisessa pää
tett±in käyttää puhdistamatonta jätevettä, koska täl
löin tilanne vastaisi mahdollista onnettomuustilannet
ta, jossa jätevettä pääsisi maaperään. Lisäksi tulokset
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ovat luotettavampia kuin pelkkiä indikaattoribakteerien
puhdasviljelmiä käytettäessä, koska mikrobit käyttäyty
vät erilailla puhdasviljelminä kuin jätevedessä, jossa
monet eri tekijät vaikuttavat toisiinsa ja näin myös
bakteerien kulkeutumiseen,
Tutkimuksessa käytetty jätevesi oli peräisin Järvenpään
jätevedenpuhdistamoon laskevasta viemäristä, Tämä jäte
vesi koostui asumajätevesistä sekä kaatopaikan valuma-
vesistä.
41.5 Kokeiden käynnistykset ja
lopetukset
Syksyn 1988 koe (koe Ä) käynnistettiin perjantaina
19.8.1988 hakemalla jätevettä pakettiauton ja perävaunun
yhdistelmällä jätevesiviemärikaivosta. Jätevesi (600
litraa) pumpattiin polttomoottorikäyttöisellä vesipum
pulla perävaunussa olevaan 1500 litran kovamuovisäi
liöön. Tämän jälkeen jätevesi kuljetettiin Kapulasillan—
mäen maannoslysimetrille.
Jäteveden levitys tapahtui samalla vesipumpulla kuin
jäteveden pumppaus viemäristä. Jätevesi levitettiin
reiitetyn (halkaisijaltaan 1 mm:n reiät 10 cm:n vä
lein) muoviputkiston kautta tasaisesti lysimetrialueel—
le, jolloin neliömetriä kohti jätevettä sadetettiin
noin 50 litraa. Tämä määrä arvioitiin sopivaksi ruotsa—
laisten tutkimusten perusteella (Stenström et al,1982).
Levitetystä jätevedestä otettiin näyte.
Seuraavana maanantaina (22,8,) haettiin jälleen 600
litraa jätevettä, tästä määrästä sadetettiin 300 litraa
Palaneenmäen jälkihoitolysimetreihin (50 l/m2 ). Loput
300 litraa sadetettiin Nukarin soralysimetriin. Jäteve
destä otettiin näyte. Nukarin soralysimetriin sadetet—tim vielä saman päivän aikana 600 litraa jätevettä,
jotta neliömetriä kohti tulisi noin 50 litraa jätevet
tä.
Jätevesinäytteiden bakteeripitoi suudet määritettiin
22.8., maannoslysimetrinäytteiden bakteeripitoisuudet
määritettiin ensimmäisen kerran 23.8. Jälkihoitolysi
metrien ja Nukarin soralysimetrin bakteeripitoisuudet
määritettiin 24,8,, faagimääritykset tehtiin 25.8.
Tästä eteenpäin näytteenottopäiväksi vakiintui maanan
tai.
Koe lopetettiin marraskuun loppupuolella. Lokakuun 25.
päivänä näytteiden saanti vaikeutui ilman lämpötilan
laskiessa 0°C alapuolelle. Marraskuun alusta lähtien
määritettiin vain niiden lysimetrinäytteiden bakteeri
pitoisuudet, joista oli löytynyt jatkuvasti bakteereja.
Muista lysimetrinäytteistä ei indikaattoribakteereja
löydetty 13.9. jälkeen. Marraskuun 21. päivänä kokeen
kestettyä 94 päivää saatiin vain 1 näyte. Viimeiset
näytteet (2 kpl) haettiin kuitenkin vielä joulukuun 19.
päivänä.
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Kevään 1989 koe (koe B) Nukarin soralysimetrillä aloi
tettiin 2.5.-89 sadettamalla lysimetriin muoviputkiston
kautta maanalaisessa varastossa ollutta lumensulamis
vettä noin 400 litraa. Tämän jälkeen levitettiin kaste
lukannulla PRD 1 -faagit sekoitettuna 10 litraan
esiselkeytettyä jätevettä. Jätevesi oli peräisin
Helsingin kaupungin Kyläsaaren j ätevedenpuhdistamolta.
Virusten levityksen jälkeen lysimetriin sadetettiin
vielä noin 300 litraa vettä.
Ensimmäiset näytteet haettiin 3 ja 6 vuorokauden kulut
tua. Tästä eteenpäin näytteitä haettiin maanantaisin
toukokuun loppuun asti, jolloin ko lopetettiin. Lysi
metri kasteltiin 3 viikkoa kokeen aloituksen jälkeen
uudelleen sadettamalla 300 litraa vettä lysimetrin
alueelle
Kokeen Ä tulokset on esitetty kuvaissa 79 ja kokeen 3
kuvassa 10,
4.2 TULOKSET
4.2.1 Kokonaiskoliformien kulkeutu
minen
Kapulasillanmäen maannoslysimetriin levitetyssä jäteve
dessä oli koliformisten bakteerien kokonaismäärä 18.3 x
;Q5 kpl/ml. Palaneenmäen jälkihoitolysimetreihin ja
Nukarin soralysimetriin levitetyn jäteveden kolifor
misten bakteerien kokonaismäärä 01± 3.3 x Q5 kpl/ml.
Taulukossa 8 on lysimetrinäytteiden koliformisten bak
teerien kokonaismäärät (kpl/IlO ml) koejakson 23.8.-
19.12. ajalta.
4,2.2 Lämpökestoisten koliformien
kulkeutuminen
Levitettyjen jätevesien lämpökestoisten koliformisten
bakteerien lukumäärät olivat: Kapulasillanmäen maannos
lysimetri 7.8 x Q4 kpl/ml, Palaneenmäen jälkihoito
lysimetrit sekä Nukarin soralysimetri 1.3 x Q5 kpl/ml.
Taulukossa 9 esitetään lysimetrinäytteiden lämpökes
toisten koliformien kokonaismääristä edelleen lasketut
alustavan E. colin pitoisuudet.
4.2.3 Fekaalisten streptokokkien
ku 1 keutum i nen
Levitetyt jätevedet sisälsivät fekaalisia streptokokke
ja seuraavasti: Kapulasillanmäen maannoslysimetri 6.5 x
1O kpl/ml, Palaneenmäen jälkihoitolysimetrit ja Nuka
rin soralysimetri 3.5 x i0 kpl/ml, Taulukossa 10 esi
tetään lys imetrinäytteiden fekaalisten streptokokkien
lukumäärät.
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4.2.4 RNÄ-faagien kulkeutuminen
RNÄ-faagien kulkeutumista seurattiin Kapulasillanmäen
maannoslysimetrissä kahden näytteenottokerran ajan.
RNÄ-faagien vähälukuisuuden vuoksi niiden kulkeuturnista
ei voitu pitempään seurata, Levitetyssä jätevedessä
oli RNÄ-faageja 358 kpl/ml.
Maannoslysimetrin H335Ä ja H335B näytteissä oli RNÄ
faageja ensimmäisellä näytteenottokerralla (23.8) 2
kpl/ml molempien syvyyksien näytteissä. Syvemmältä
(H335F) otetussa näytteessä ei RNÄ-faageja ollut.
Toisella näytteenottokerralla (29.8.) ei kyseisiä viruk
sia näyt- teissä enää havaittu.
Nukarin soralysimetriin sadatettiin jätevettä, jonka
RNÄ-faagipitoisuus oli 305 kpl/ml. Viikon kuluttua
sadatuksesta otetuissa näytteissä ei havaittu RNÄ-faa
geja.
4.2.5 PRD1-faagien kulkeutuminen
PRD -faagien kulkeutumiskoe tehtiin Nukarin soralysi
metrissä keväällä 1989. Ennen kokeen alkua otetussa
näytteessä ei havaittu PRD 1 -faageja. Viruksia havait
tiin runsaasti ensimmäisessä näytteenotossa 3 vuorokau
den kuluttua virusten levityksestä sekä 1 että 4 metrin
syvyydeltä otetuissa näytteissä.
Metrin syvyydeltä otetuissa näytteissä virusten luku
määrä väheni jonkin verran (10 kpl/ml -> 10 kpl/ml)
kokeen 4 viikon aikana. Syvemmältä (4m) otetuissa näyt
teissä virusten väheneminen oli voimakkaampaa (10
kpl/ml -> 1 kpl/ml), Virusten lukumäärät kokeen aikana
esitetään taulukossa 11 (luku 4,2,10) ja kuvassa 10
(luku 4.3),
Lysimetrinäytteiden pH-arvot ja näytetilavuudet esite
tään taulukossä 12 (kevään -89 koe).
Taulukko 11. PRD 1-virusten lukurnäärät Nukarin sora
lysimetrissä keväällä 1989 (kpl/ml) (4.2.5).
pvm 5.5. 8.5. 15,5, 22.5, 29.5.
H392Ä 1 m5.9x104 2.5xTÖ 3,1x104 2,8x104 1,1x104
D 4 m 1.8x106 1.4x104 2.0x103 9.0x102 1
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Taulukko 12. Nukarin soralysimetristä saadut näytetila—
vuudet (V) litroina sekä pH-arvot keväällä 1989 (4.2.5).
pvm 5.5. 8.5. 15.5. 22.5. 29.5,
V pH V pH V p11 V pH V pH
H392Ä 1 m 2.8 — 0.5 6.90 0.5 6.89 0.6 6.70 0.8 6.29
D 4 m 100 - 20 5.87 20 5.91 50 6.01 50 5.90
4.2.6 Lysimetrinäytteiden pH-arvot
Lysimetrinäytteiden pH-arvot esitetään taulukossa 13.
4.2.7 Lysimetreistä saadut näyteti
lavuudet
Näytteitä otettaessa mitattiin lysimetrilaatikoihin
valuneen veden määrä. Nämä tilavuusarvot esitetään
taulukossa 14.
4.2.8 Kokon ai s bak teer imä ärät
Lysimetrinäytteistä määritettiin kerran (10.10.-88)
kokonaisbakteeri pftoi suus akridiinioranssivärjätyistä
näytteistä epi fluoresenssimikroskoopin avulla. Tulokset
esitetään pyöristettyinä taulukossa 15.
4.2.9 Alkaalisen fosfataasientsyy—
min aktiivisuudet
Lysimetrinäytteistä määritettiin alkaalisen fosfataasi
entsyymin aktiivisuudet 10.10. ja 31.10.-88 näytteistä.
Tulokset esitetään taulukossa 16.
U (Unit) on entsyymiyksikkö, joka hydrolysoi 1 mikro
moolin p-nitrofenyylifosfaattia minuutissa p11 10.4:ssä
370 C: ssa.
4.2.l0Mahdolliset virhelähteet
tutkimus tulo ks i s s a
Tutkimustuloksia voidaan pitää vain suuntaa antavina,
koska tuloksiin vaikuttavia mahdollisia virhelähteitä
on useita.
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Taulukko 15. Lysimetrinäytteiden kokonaisbakteerimäärät
(..= näytettä ei ole saatu lysimetristä).
Kapulasillanmäki
yjjkokonäte
H338X 110 cm
Y 105 cm
Z 90 cm
R 55 cm
Palaneenmäki
kihoitolsi
1.71 x 10
4.26 x Q7
simetri konäte
H392Ä 100 cm
3 200 cm
C 300 cm
D 400 cm
H335Ä
3
c
D
3
F
11 cm
16 cm
30 cm
80 cm
122 cm
270 cm
Palaneenmäki
kihoitolsi
metrit
1.07 x 108
2.28 x 108
0.67 x l0
1.36 x l0
6.10 x 10
konäte
89300
71300
33500
45300
27800
34100
42600
67500
3300
7300
7200
20200
metrit
H339X
Y
z
R
H33ÄX
y
z
R
Nukari
100 cm
90 cm
80 cm
50 cm
50 cm
50 cm
50 cm
50 cm
konäte
3.38 x Q7
2.81 x iO
3.07 x l0
5.40 x i0
7.07 x iO
12500
(20700)
4.13 x lO
.11 x 1O)
38
Taulukko 16. Lysimetrinäytteiden alkaalisen fosfataasientsyymin aktiivisyyden sekä näytetilavuuden (..=naytetta ei ole saatu lysimetristä),
Kapulasillanniäki aktiivisuus näytteen koko
oslsimetriUx104/mlaktijvjsuusu
10.10. 31.10, 10.10. 31.10.
H335Ä 11 cm 20.41 21.79 2.45 2.83
3 16 cm 8.98 2.76 2.87 1.41
C 30 cm 10.61 15.17 0.21 0.30
0 80cm
E 122 cm 16.33 68.97 0.49 0.69
F 270 cm 2.29 11.86 0.50 1.42
Palaneenmäki
j älkihoitoly
simetrit
H338Y 110 cm 14.37 18.76 0.72 1.50
Z 105 cm 22.04 30.90 2.20 2.73
H339X 100 cm 40.82 30.90 2.04 2.16
Y 90 cm 0.98 3.03 0.83 3.03
Z 80 cm 2.45 3.31 1.03 2.09
R 50 cm 0.49 0.23 0.37 0.13
H33ÄX 100 cm 13.71 3.86 4.80 1.47
Y 100 cm 4.24 13.24 1.19 5.69
Nukari aktiivisuus näytteen koko
akt iivisuusU
10.10. 31.10. 10,10. 31.10.
H392A 100 cm 9.63 3.18
D 400 cm 3.92 58.80
Jäteveden levitys tutkimusalueelle ei ollut tasaista
osan sadetusletkun reijistä tukkeuduttua jätevedessä
olleesta kiintoaineesta. Jätevesi ei ollut myöskään
tasalaatuista osan kiintoaineesta laskeuduttua muovi
säiliön pohjalle kuljetuksen aikana.
Nukarin soralysimetrissä kahden ja kolmen metrin syvyy
dessä olevista laatikoista ei saatu näytteitä teknisis
tä ongelmista johtuen (muoviletkut ehkä tukkeutuneet).
Ilmeisesti samasta syystä osasta jälkihoitolysimetrejä
ei saatu näytteitä.
Näytteenottopulloina käytettiin happopestyj ä muovipul
loja (tislatulla vedellä huuhdeltuja) steriloitujen
lasipullojen sijasta suuren näytemäärän takia. (Kevään
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-$9 viruskokeessa käytettiin steriloituja lasipulloja).
Lisäksi bakteerimääritykset voitiin tehdä vasta näyt
teenoton jälkeisenä päivänä, Molemmat edellä mainitut
tekijät voivat vähentää tulosten luotettavuutta.
4.3 TULOSTEN TARKÄSTELU
Jätevedestä peräisin olevien indikaattoribakteerien
kulkeutumisessa maaperässä on selviä eroja sekä eri
bakteerityyppien että eri lysimetrien välillä (taulukot
8,9 ja 10).
Koliformisia bakteereja (35°C 24 h) havaittiin jäteve
den levityksen jälkeisessä näytteenotossa maannos
lysimetrissä 11-16 cm:n syvyydessä 0,16 - 0.41 %
jätevedessä olleista koliformisista bakteereista. Nuka
rin soralysimetrissä 1 m syvyydessä vastaava prosentti-
luku oli 0.37 %.
Lämpökestoisten koliformisten bakteerien (44.5° 0 24 h)
vastaavat prosenttiluvut olivat 0,05 - 0,26 % (maannos
lysimetri) ja 0,15 % (soralysimetri). Fekaalisten
streptokokkien prosenttiosuudet olivat 0,24 - 0.92 % ja
1,49 %.
Hieman yleistäen voidaan todeta, että koliformisten
bakteerien kokonaismäärä oli levitetyssä jätevedessä
kertaluokkaa suurempi kuin lämpökestoisten koliformis
ten bakteerien ja fekaalisten streptokokkien. Tämä
näkyy myös lysimetrinäytteissä , koliformisia bakteere
ja havaittiin lysimetrinäytteissä enemmän ja pitempään
kuin muita indikaattoribakteerej a.
Koliformisten bakteerien kokonaismäärää voidaan pitää
kuitenkin vain suuntaa antavana hygienian indikaattori
na, koska koliformisiin bakteereihin kuuluu myös maassa
normaalisti eläviä bakteereja kuten esim. Enterobacter
aerogenes.
Koliformisia bakteereja (35°C 24 h) havaittiin jonkin
verran jälkihoitolysimetreissä kokeen ensimmäisen kuu
kauden aikana, lähinnä lysimetrissä H 339 (pintamaa,
hiekka, rikastumiskerros, hiekka). Maannoslysimetrissä
kyseiset bakteerit eivät juuri kulkeutuneet pintaker
rosta (20 cm) syvemmälle lukuunottamatta 5.9. otettua
näytettä, jossa koliformisia bakteereja havaittiin 30
cm:n syvyydellä sekä varmistamattomia koliformeja 120
cm:n syvyydellä. Pintakerroksessa havaittiin koliforme
ja 21.11. asti. Nukarin soralysimetrissä koliformisia
bakteereja havaittiin 1 m syvyydeltä otetuissa näyt
teissä pakkasten tuloon asti (17,10), jonka jälkeen
näytteitä ei enää saatu. Neljän metrin syvyydessä koli
formisia bakteereja havaittiin vain pian levityksen
jälkeen otetussa näytteessä. Kahden ja kolmen metrin
syvyydestä näytteitä ei saatu koko koejakson aikana,
Syynä mahdollisesti olivat lysimetrilaatikoiden tuk
keutuneet letkut.
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Lämpökestoisia koliformisia bakteereja (taulukko 9)
havaittiin Kapulasiilanmäen maannoslysimetrissä vain
läheltä maan pintaa otetuissa näy teissä (11 ja 16 cm)
kokeen 4 ersimmäisen viikon aikanö. Jälkihoitolysimet
reissä ei kyseistä bakteereja havaittu. Nukarin soraly-
simetrissä lämpökestoisia koliformeja havaittiin 1 m:n
syvyydeltä otetuissa näytteicsä pakkasten tuloon asti
(17.10.), jonka jälkeen näytteitä ei enää saatu letku-
jen jäätymisen vuoksi. Neljän metrin syvyydelle lämpö
kestoisia koliformea )‘ulkeu ui vaIn kokeen alussa.
Fekaalisten streptokokkien kulkeutuminen (taulukko 10)
oli kokeen aikana samankaltaista kuin lämpökestoisten
koliformien Frona havatttii lähinnä vain yhdessä
jä1kihoito1ysimetrinäyttees .9) olleet 3 fekaalis
ta streptokokkia.
Yhteenvetona irdxk a o ibakt erIen kulkeutumisesta
voidaan todeta, että maannoslysirnetrissä vain lähinnä
maanpintaa otetuissa näytteissä havaittiin bakteereja.
Jälkihoitolysimetrinäytteissä todettiin lähinnä vain
koliformisia bakteerela (35°C 24 h) kokeen 1. kuukauden
aikana, näistäkin osa saattoi olla peräisin maaperäs
tä, Nukarin soxa1ysinetrisä indikaattoribakteereja
havaittiin runsaasti 1 meLir syvyydessä, 4 metrin
syvyydessä vain 1. näytteessä. Lysimetrilaitteistoissa
ei esiintynyt luonnostaan indikaattoribakteereja ennen
jätevesisadetusta tel tyjn analyys en perusteella.
Maaperän raekooll on hnomttava merkitys bakteerien
ku1keutumisess tä w irtw esa myös tutkimustu
loksissa, Bakteerrt kulkeutuivat tehokkaimmin Nukarin
soralysimetrissä, jossa maa-ainekseta 20 % oli rae
kooltaan yli 6 mm. Muissa lysimetreissä vastaav3 arvo
oli keskimäärin atä pienempi auiuko 1 /
Sadetetussa jätevedessä olleista RNÄviruksista 0.56 %
läpäisi maannoslysinet in p1 takerroIsen, joten kysea-
siä viruksia loytyi (2 kpl!mI) vain 11 ja 16 cm syvyy
destä jäteveden jälkeisellä näytteenottokerralia. Nuka
rin soralysimetrinäytteiscä viruksia ei havaittu virus
ten pienen konsentiaation takia. Jälkihoitolysimetri
näytteistä ei RNÄ-viruksia määritetty.
Kevään 1989 viTu’ten k’Ilk3utumiskokeesse Nukarin sora
lysimetrissä havaittiin PRD 1 -virusten kulkeutuvan
nopeasti 4 metrin syvyyteen asti. Lysimetrialueelle
(18 m2) levitettiin yhteensä 3.3 x l0’ faagia, tästä
määrästä 1 etrir ov i .
0.05 %, 4 metrin syvyyteen 0.55 % levitetyistä viruk
sista näytteenkeruupinta-ala ja tilavuus huomioiden,
Virusten lukumäärä 1 metrin syvyydessä ei juuri vähen
tynyt kokeen aikana, sen sijaan 4 metrin syvyydessä
väheneminen oli voimakasta (kuva 9). Tämä saattaa joh
tua pH-arvon alenemisesta syvyyden kasvaessa, pH:n
laskiessa virusten adsorptio maaperään lisääntyy (Gerba
and Bitton 1984) Yhden metrin syvyydessä näytteiden
pH arvo oli 6 3 - 6.9, 4 metrir syvyydessä pH-arvo oli
5.9 — 6.0.
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Äjanpuutteen vuoksi vastaavaa virusten kulkeutumistut
kimusta ei voitu tehdä maannoslysimetrissä eikä jälki
hoitolysimetreissä. Vertailua luonnontilaiseen metsä-
maahan ei siis voida tehdä. Samoin soranottoalueen
jälkihoidon merkitys virusten kulkeutumisen kannalta
jää myös avoimeksi.
Lysimetrinäytteiden pH-arvot vaihtelivat välillä 4,6-
7.5, yleisimmillään pH-arvot olivat välillä 5.4 - 6.4
(maannoslysimetri), 5.7 6.9 (jälkihoito-lysimetrit)
sekä 5.6 6.8 (soralysimetri). Maannoslysimetrinäyt
teiden pH-arvot nousivat syvyyden kasvaessa, soralysi
metrissä tilanne oli päinvastainen, jälkihoitolysimet
rien pH-arvoissa ei eri syvyksillä juuri eroja ollut.
Indikaattoribakteerien hengissäsäilymistä vedessä tut
kittiin määrittämällä 19.8. levitetyn jäteveden sekä
22.8. otetun PB-lysimetrinäytteen indikaattoribakteeri
pitoisuudet uudelleen 113 - 116 vrk:n 4°C:ssa säilytyk
sen jälkeen. Indikaattoribakteereja ei enää havaittu
100 mi:n näytteissä. Tämä saattaa johtua mikrobitoimin
nan tuloksena syntyneistä orgaanisista hapoista, jotka
laskivat näytteiden pH:n noin 4.1:een säilytyksen aika
na. Älhaisessa pH:ssa indikaattoribakteerien elinikä
lyhenee.
Lysimetreistä saadut näytetilavuudet (taulukko 14)
vaihtelivat välillä 0 - 13 litraa, joistakin lysimet
reistä ei saatu lainkaan näytteitä. Syynä puuttuviin
näytteisiin saattavat olla lysimetriastioiden tukkeutu
neet ulostuloletkut. Nukarin soralysimetripussin poh
jasta saadut näytetilavuudet vaihtelivat välillä 0 -
noin 200 litraa. Runsas sade 9-10.10. aiheutti selvästi
havaittavan bakteeripitoisuuden nousun lysimetrinäyt
teissä (kuvat 7, 8 ja 10),
Lysimetrinäytteistä määritettiin kerran (10. 10.-88)
kokonaisbakteeripitoisuudet epifluoresenssimikroskoo
piha akridiinioranssivärjäyksen avulla. Kokonaisbak
teerimäärät vaihtelivat välillä 3.3 x l0 - 8.9 x 10
kpl/ml. Jos bakteerien lukumäärät ilmoitetaan näyteti
lavuus huomioonotettuna, bakteeripitoisuudet olivat 0.7
x l0 - 2.3 x 108 kpl/koko näyte. Suurimmat kokonais
bakteerimäärät olivat maannoslysimetrin pintanäytteis
sä, kuten humuskerroksen läsnäolosta voi odottaa. Muis
sa lysimetrinäytteissä bakteeripitoisuudet olivat ker
taluokkaa pienempiä (taulukko 15).
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14
12
10
8
6
4
2
t Maannoslysimetri 11 cm
Ä Maannoslysimetri 16 cm
D Soralysimetri 100 cm
Soralysimetri 400 cm
Kuva 6, Koloformisten bakteerien kokonaismäärät in kpl/100 ml
(taulukosta 8),
In kp/1OOm
0
238. 29J. 59, 129, 199, 2L9. 3jQ, 1010, lUO. 24i0. 31j0. 7i1. 1411, 2111. 1912.
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L Maannoslysimetri 11 cm
Å Maannoslysimetri 16 cm
o Soralysimetri 100 cm
O Soralysimetri 400 cm
Kuva 7. Lämpökestoisten koloformisten bakteerien kokonaismäärätin kpl/100 ml (taulukosta 9).
n kp/1OOmI
14
0
23.8, 29,$. 5.9. 12.9. 19.9. 26.9. 3.10. 10,10. 17,10, 24,10. 31,10. 7,11, 14,11. 21,11, 19.12.
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Maannoslysimetri 11 cm
Å Maannoslysimetri 16 cm
O Soralysimetrj 100 cm
Å Soralysimetri 400 cm
Kuva 8. Fekaaljsten streptokokkjen kokonajsmäärät in kpl/100 ml
(taulukosta 10),
n kpAOO ml
0
23.8. 29.8. 5j 12.9. 19.9. 26.9. 3.10. 10.10. 17.70. 24.10. 31.10. 7.11. 14.11
. 21.11. 19.12.
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0.5 1 2 3 4viikkoa
100 cm
400 cm
Kuva 9. PRD 1 -faagien kokonaismäärt in kpl/ml.
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Älkaalisen fosfataasientsyymin aktiivisuuksissa oli
jonkin verran eroja eri lysimetrinäytteiden välillä
(taulukko 16). Älkaalisen fosfataasientsyymin aktiivi
suus kuvaa orgaanisen aineksen hajotuksen nopeutta,
tämän tulkinnan mukaan orgaanisen aineksen hajotusta
tapahtui kaikissa lysimetreissä. Vertailun vuoksi voi
daan todeta, että Kapulasillanmäen pohjavesiputkesta
otetun näytteen fosfataasiaktiivisuus oli noin 1.0 x
;Q-4 U/ml eli huomattavasti lysimetrinäytteiden kes
kiarvoa pienempi,
Tutkimustuloksien perusteella voidaan todeta luonnon
tilaisen metsämaan pintakerroksen pidättävän jätevedes
tä peräisin olevia indikaattoribakteereja hyvin. mdi
kaattoribakteereja ei juuri havaittu 16 cm syvemmällä,
kyseiset bakteerit hävisivät nopeasti myös pintamaa
näytteistä lukuunottamatta koliformisia bakteereja
(35°C 24 h), joita löydettiin marraskuun lopulle asti.
Ruotsalaisissa tutkimuksissa Streptococcus faecalis
bakteerin on todettu säilyvän tietyissä maaperissä
pitempään kuin E, colin (Stenström och Biomen 1981).
Nukarin soralysimetristä löytyi indikaattoribakteerej a
1 metrin syvyydestä koko näytteenottojakson ajan loka
kuun puoliväliin asti, jolloin lysimetriletkujen jääty
minen esti näytteiden saamisen. Fekaalisten streptokok
kien on todettu kestävän jäätymistä paremmin kuin koli
formisten bakteerien (Rautopuro 1979), joten jos näyt
teenottoa olisi voitu pakkaskauden jälkeen jatkaa,
koliformisten bakteerien suhteellinen osuus olisi to
dennäköisesti ollut pienempi. Kahden ja kolmen metrin
syvyydestä näytteitä ei saatu koko tutkimusjakson aika
na lukuunottamatta paria näytettä, jotka olivat liian
pieniä luotettavien analyysitulosten saamiseksi Lysi
metripussin pohjasta (4 m) saaduissa näytteissä mdi
kaattoribakteereja oli vain 1. näytteessä
Pohj aveden suojelemiseksi bakteeriperäiseltä kontami
naatiolta olisi maa-aineksen otossa huomioitava riittä
vä suojakerros pohjaveden yläpinnan yläpuolelle (> 2m)
sekä jälkihoito pienirakeisella maalajilla (hieno hiek
ka tms.) 0.5 - 1.0 metrin vahvuudella. On kuitenkin
erittäin tärkeätä huomioida, että nämä lukuarvot
perustuvat vain kerran yhdellä bakteeripitoisuudella
tehtyyn bakteerien kulkeutumista selvittävään tutkimuk
seen tietyissä ympäristäoloissa tiettynä vuodenaikana.
Tämä tutkimus antoi siis viitteitä soranoton vaikutuk
sesta bakteerien kulkeutumiseen maaperässä. Virusten
kulkeutumista olisi syytä tutkia toisenlaisten tutki
musjärjestelyjen avulla. Kirjallisuuden perusteella
virukset saattavat kulkeutua huomattavasti pidempiä
matkoja kuin bakteerit, lisätutkimukset olisivat siis
aiheellisia. Ei ole myöskään tiedossa, miten lumen
sulaminen keväällä vaikuttaa maahan sitoutuneiden jäte
vedestä peräisin olevien bakteerien kulkeutumiseen,
Tämänkin seikan selvittämiseen olisi syytä suunnata
tutkimusta.
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5 K 0 K E E L L 1 N E N 0 5 Ä II, VIRUSTEN KULKEUTUMISKOE
POHJAVEDESSÄ
5.1 AINEISTO JA MENETELMÄT
5.1.1 Tutkimusalue ja koejärjestely
Koe tehtiin samassa sorakuopassa, jonka reuna-alueelle
oli rakennettu jälkihoitolysimetrit (4.1.1). Pohjavesi
oli koealueella noin 60 cm maanpinnan tason alapuolel
la. Esitutkimuksissa maan oli arvioitu olevan karkeaa
soraa.
Ennen kokeen alkua maan pintakerroksen läpi lyötiin 4
pohjavesihavaintoputkea, joiJen sijoittelu näkyy kuvas
sa 10. Näissä näytteenottoputkissa oli siivilät 200—
300 cm:n syvyydessäputkien yläpäästä, mittaussyvyydet
olivat 210 cm. Kokeen alkamispäivänä (2.5.-89) putken 1
viereen 50 cm:n päähän lyötiin pohjaveden pumppausputki
(pumppaussyvyys oli 200 cm).
Koejärjestelyihin kuului myös kahden kaarevan pohjave
den pinnan alapuolelle ( noin 20 cm) ulottuvan ojan
kaivaminen traktorikaivurilla, Sisempi oja kaivettiin
noin 5 metrin päähän pohjaveden pumppausputkesta (pi
tuus n. 8 m), ulompi oja tehtiin noin 10 metrin päähän
edellämainitusta putkesta (pituus n. 15 m), Kaivun
yhteydessä havaittiin maa-aineksen koostuvan sorasta
sekä halkaisijaltaan noin 10 - 30 cm olevista kivistä.
Koealue sijaitsi rttäin hyvin vettä läpäisevissä
harjun ydinosassa.
Pohj aveden pumppausputkeen oli liitetty valovirralla
(220 V) toimiva sähköpumppu, jonka poistoletkun pää
sijaitsi noin 25 metrin päässä pumppausputkesta koealu
een eteläpuolella sijaitsevassa metsikössä, Vesipumpun
vedenpumppaustehoksi mitattiin noin 300 litraa minuu
tissa. Pumppauksen tarkoituksena oli pohjaveden vir
tauksen aiheuttaminen ojista pumppausputkeen päin.
Pohjaveden virtausta oli tarkoitus alustavasti tutkia
kaatamalla lähempänä olevaan ojaan 25 %:sta suolaliuos
ta ja määräajoin vertailla johtokyvyn muutoksia eri
näytteenottoputkien alueella olevassa pohjavedessä.
Tämän perusteella voitaisiin arvioida milloin virus
näytteiden otto voitaisiin pumpatusta vedestä aloittaa.
Suolakoe on tarkemmin esitelty kohdissa 5.1.6 ja 5.2.3.
5.1.2 Konsentroituj en faagisuspen
sioiden valmistus
Kokeessa käytetyt faagisuspensiot valmistettiin liit—
teiden 2 ja 3 mukaisesti noin viikkoa ennen koetta.
Liuoksia säilytettiin 4°C:ssa ennen koetta, Kummankin
faagikannan isäntäspesifisyys tarkistettiin, j olloin
havaittiin PRD 1 -faagin infektoivan vain Salmonella
typhimurium SL 5676 PLM 2 -kantaa sekä T 7 -faagin
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infektoivan vain Escherichia coli C —kantaa, ristirea
gointia ei siis ollut.
PRD 1 -faagia kasvatettiin 411 ml (5.4 x 10’’ kpl/ml),
T 7 -faagia kasvatettiin 50 ml (2.2 x 1010 kpl/ml). T 7
-faagiliuos käytettiin kokonaan Palaneenmäen pohjavesi
kokeessa, samassa kokeessa käytettiin PRD 1 -faagia 150
ml, 61 ml käytettiin Nukarin soralysimetrikokeessa,
loput 200 ml jätettiin säilöön vastaisen varalle.
PRD 1 —faagiliuos suodatettiin ennen käyttöä 0.2 um:n
suodatinkalvon (Gelman HT 200 47 mm) läpi, Suodatuksen
jälkeen faagiliuoksessa ei enää havaittu mahdollisesti
patogeenisia isäntäbakteerej a.
5.1.3 Näytteenotto
Pohjaveden sähkönjohtavuussekä lämpötila-arvoja seurat
tim määräajoin putkissa 1,2,3 sekä 4. Näytteenottoput-
ken 4 arvot poikkesivat muiden putkien vastaavista
arvoista niin paljon, että kyseinen putki jätettiin
kokeen ensimmäisen vuorokauden jälkeen mittausten ulko-
puolelle.
Virus- ja pohjavesinäytteet otettiin pumpatusta pohja-
vedestä määräajoin, kokeen alussa 0.5 tunnin välein
ensimmäisten 2.5 tunnin ajan, sitten tunnin välein 2
tunnin ajan. Yöllä näytteitä otettiin 3 tunnin välein,
seuraavana päivänä 2 tunnin välein iltapäivään asti.
Sen jälkeen näytteenottotiheys väheni, näytteitä otet
tiin 1,2 ja 5 vuorokauden kuluttua. Näytteenottoastioi
na käytettiin steriloituja 100 ml:n kierrekorkillisia
borosilikaattilasipulloj a. Näytepulloj a säilytettiin
4°C:ssa ennen määrityksiä.
5.1.4 Seurattavat parametrit
5. 1.4. 1 Virusmääritykset
Kokeessa käytettiin patogeenisten virusten indikaatto
reina bakteeriviruksia (faageja) PRD 1 ja 1 7, edelli
nen infektoi Salmonella typhimuriumia, jälkimmäinen
E. colia. Kyseiset virukset eivät ole ihmiselle haital
lisia.
Kyseisten virusten määrittämiseen käytettiin 1-kerros-
agarmenetelmää (Grabow and Coubrough 1986) sovellettuna
sekä lisäksi PRD 1 -virukselle 2—kerrosagarmenetelmää
(Korhonen ja Pere 1983).
PRD 1 —viruksen isäntäbakteerina käytettiin Salmonella
typhimurium SL 5676 PLM 2 -kantaa. Kyseinen virus sekä
isäntäbakteeri saatiin Helsingin yliopiston perinnölli
syysystieteen laitokselta FT Dennis Bamfordilta. Vesi
näytteeseen (50 ml) 1isättin 2.5 ml logaritmisessa
kasvuvaiheessa olevaa isntäbakteerikantaa, faagien
annettiin adsorboitua 5 minuuttia 37°C:ssa. Tämän jäl
keen faagi-isäntäbakteeriseokseen lisättiin 50 ml 4-
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5°C:sta faagiagaria, sekoitettiin sekä valettiin 6:lle
halkaisij altaan 9 cm oleville steriileille muovisille
petrimaljoille
Maljoja inkuboitiin yli yön 37°C:ssa. Seuraavana päivä
nä laskettiin maljoille muodostuneet piakit eli kirk
kaat alueet bakteerimatossa. Yhden piakin katsottiin
saaneen alkunsa yhdestä faagista,
Periaatteessa samalla tavalla samoista vesinäytteistä
määritettiin myös T 7 -faagien lukumäärä, T 7 - faagin
isäntäbakteerina käytettiin E. coli C -kantaa. Sekä
virus että isäntäbakteeri olivat peräisin Vesi- ja
ympäristöhallituksen Vesi- ja ympäristöntutkimustoimis
ton mikrobiologian laboratorion kokoelmista.
Ensimmäisen ja toisen koevuorokauden näytteet määritet
tim samanaikaisesti kahden vuorokauden kuluttua kokeen
alkamisesta, muut näytteet määritettiin seuraavan vii
kon alussa, PRD 1 -näytteiden suuren faagipitoisuuden
vuoksi kyseiset näytteet määritettiin uudestaan 2-ker-
rosagarmenetelmällä. Tässä menetelmässä vesinäytteeseen
(0.1 ml) lisättiin 0.2 ml logaritmisessa kasvuvaiheessa
olevaa i säntäbakteerivilj elmää, annettiin adsorboitua
10 minuuttia, Faagi-isäntäbakteeriseokseen lisättiin 4
ml faagipehmeäagaria, sekoitettiin ja maljattiin faagi
kova-agarmaljalle. Maljoja inkuboitiin yli yön 37°C:-
ssa.
PRD 1 ja T 7 -faagimääritykset tehtiin liitteiden 4,5
ja 6 mukaisesti.
5. 1.4.2 Sähkönjohtavuusmääritykset
Kokeen aikana seurattiin näytteenottoputkien 1,2 ja 3
pohjaveden sähkönjohtavuusarvoja noin 0,5 2 tunnin
välein digitaalisella sähkönjohtavuusmittarilla (3000
T-L-C METER, Yellow Springs Instrument Co. mc,)
5. 1.4.3 Lämpötilamääritykset
Samanaikaisesti sähkönj ohtavuusmääritysten yhteydessä
mitattiin myös pohjaveden lämpötilat samalla mittaril
la,
5.1.4.4 Pohjaveden pinnankorkeus
Pohjaveden pinnankorkeudet mitattiin myös näytteenotto
putkista 1,2 ja 3 sähkönjohtavuus- ja lämpötilamääri
tysten yhteydessä mittanauhaan (Yeron 50m, YAMAYO MEA
SURE) kiinnitetyn painon avulla.
5. 1.4.5 pH-määritykset
Virusmäärityksiä varten otetuista näytteistä määritet
tim pH-arvot virusmääritysten jälkeen kuten kohdassa
4.1.3.3.
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5.1.5 Tutkimuksessa käytetty jäte
vesi
Kasvatetut bakteerivirukset PRD 1 ja T 7 sekoitettiin
10 litraan esiselkeytettyä jätevettä, joka oli haettu 4
vuorokautta aikaisemmin Helsingin kaupungin Kyläsaaren
jätevedenpuhdistamolta. Jätevettä säilytettiin 4° C: ssa
ennen kokeen alkua.
5.1.6 Kokeen käynnistys ja lopetus
Koepäivän aamuna (2,5.-89) kaivettiin traktorikaivuril
la kaksi kaarevaa pohjaveden pinnan alapuolelle (20
cm) ulottuvaa ajaa, sisempi noin 5 metrin päähän, ulom
pi noin 10 metrin päähän pohjaveden pumppausputkesta.
Pohjavettä pumpattiin noin 300 litraa minuutissa kahden
tunnin ajan, tämän jälkeen sisempään ojaan kaadettiin
100 litraa 25 %:sta vuorisuolaliuosta. Sähkönjohta-
vuus-, lämpötila- sekä pohjavedenpinnankorkeusmittauk
sia jatkettiin.
Noin 4 tuntia myöhemmin ulompaan ojaan yhteen kohtaan
kaadettiin jälleen 100 litraa 25 %:sta NaCl-suolaliuos
ta. Tuntia myöhemmin virukset (PRD 1 150 ml sisältäen
5.4 x 1011 kpl/ml sekä T 7 50 ml 2.2 x 1010 kpl/ml)
lisättiin 10 litraan jätevettä. Jätevesi-virusseos
levitettiin ulompaan ojaan kastelukannulla noin 15
metrin matkalle mahdollisimman tasaisesti.
5,2 TULOKSET
5.2.1 PRD1-faagin kulkeutuminen
Ennen kokeen alkua otetussa näytteessä ei havaittu PRD
1 -faageja (taustakoe). 10 metrin päässä näytteenotto
putkesta olevaan ojaan levitettiin 10 litraa esisel
keytettyä jätevettä, joka sisälsi 8,1 x 10’ kpl
PRD 1 -faagia. Näytteenottoputkesta pumpattiin 300
litraa vettä minuutissa.
Ensimmäiset virukset havaittiin tunnin kuluttua jäteve
den levityksestä otetussa näytteessä (n. 200 kpl/ilO
ml). Tämän jälkeen näytteiden faagimäärät kohosivat
nopeasti iO - iO kpl/100 ml tasolle, jossa ne pysyi
vät 2,5 vuorokauden ajan. Tämän jälkeen tuli vaikeuksia
näytteiden saannissa pohjavesipumpun rikkoonnuttua.
Seuraava näyte saatiin vasta 1.5 viikon kuluttua, täl
löin näytteessä oli 258 faagia 100 ml:ssa näytettä.
Seuraavassa näytteessä viikkoa myöhemmin havaittiin
enää 6 faagia 100 mi:ssa näytettä. Viimeisellä näyt
teenottokerralla faageja ei enää havaittu.
PRD 1 -faagien lukumäärät eri aikoina otetuissa näyt
teissä esitetään taulukossa 18 sekä kuvassa 11.
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52.2 T7-faagin kulkeutuminen
Ennen kokeen alkua otetussa näytteessä ei havaittu T 7
-faageja. T 7 -faagit (1.1 x 1012 kpl) levitettiin sa
manaikaisesti PRD 1 -faagien kanssa, T 7 -faageja oli
noin 74 kertaa vähemmän kuin PRD 1 -faageja.
Ensimmäiset havainnot T 7 -faagista tehtiin 1.5 tunnin
kuluttua kokeen aloituksesta, jolloin näytteessä oli 6
T 7 -faagia 100 ml:ssa näytettä. Tästä eteenpäin faagi
määrä vähitellen nousi saavuttaen huippunsa
(292 kpl/ilO ml) 7.5 tunnin kuluttua kokeen aloitukses
ta, Tämän jälkeen faagien lukumäärä näytteissä väheni
lähes tasaisesti 34 tunnin kohdalla ollutta pientä
nousua lukuunottamatta. 16/5 eteenpäin otetuissa näyt
teissä ei enää havaittu T 7 -faagela (tällöin kokeen
aloituksesta oli kulunut 2 viikkoa).
T 7 -faagien lukumäärät eri aikoina otetuissa näytteis
sä esitetään taulukossa 18 sekä kuvassa 12.
5.2.3 Pohjaveden sähkönjohtavuus
arvot kokeen aikana
Näytteenottoputkien 1,2,3 ja 4 pohjaveden arvotmitat
tim kokeen alussa muutamia kertoja ennen suolaliuoksi
en pohjaveteen levitystä. Suolaliuoksien levityksen
jälkeen pohjaveden sähkönjohtavuusarvot lisääntyivät
hieman muutaman tunnin kuluessa suolaliuoksien levityk
sestä (taulukko 19). Tämän jälkeen sähkönjohtavuusarvot
palautuivat vähitellen normaaleiksi tausta-arvoiksi.
5.2.4 Pohj aveden pinnankorkeus arvot
kokeen aikana
Pohj aveden pinnankorkeuksia seurattiin näytteenottoput
kissa 1,2 ja 3 ennen pumppausta sekä sen aikana. Pump
pauksella ei havaittu olevan vaikutusta pohjaveden
pinnankorkeuteen (÷48.40 m) Pohjaveden pinta laski
vähäsateisen toukokuun loppupuolen aikana 10 cm touko
kuun alkuun verrattuna,
5,2,5 ?ohj aveden lämpötila-arvot
kokeen aikana
Pohjaveden lämpötila nousi tasaisesti toukokuun aikana
näytteenottoputkissa 1,2 ja 3 (taulukko 19).
5.2.6 Pohjaveden pH-arvot kokeen
aikana
Pohjavesinäytteiden pH-arvot vaihtelivat 6,3:sta
7.l:een kokeen aikana (taulukko 19).
5%
PRD 1 —faagi
Å T 7 —faagi
n kpl/100 m
16
12
0
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 34 59h 2 3 4viikkoa
!Knva Ii. PRD 1 ja T7-faagien kulkeutuminen pohjavedessä.
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Taulukko 18. PRD 1 ja T 7 -faagien lukumäärät (kpl/ilo
ml) pohjavesinäytteissä,
Aika virusten
lisäyksestä PRD 1 T 7
0 tuntia 0 0
0.5 0 0
1,0 198 0
1,5 5,3x104 6
2.0 7.0x104 20
2,5 8.4x104 24
3,5 3.0x105 44
4,5 5,2x105 36
7,5 7,8x105 292
10,5 9,6x105 92
12,5 1,3x106 24
14.5 $.2x105 56
16.5 8.0x105 32
18,5 7,6x105 8
20.5 6.6x105 36
34.0 3,6x105 88
59.0 1.1x105 0
2 viikkoa 248 0
3 6 0
4 0 0
5.2.7 Mahdolliset virhelähteet
tutkimustuloksissa
Tulosten tarkkuuteen vaikuttavana virhelähteenä voidaan
pitää rinnakkaisten määritysten puuttumista varsinai
sista virusnäytemäärityksistä. Lisäksi näytteiden oton
ja analysoinnin välisenä aikana on voinut tapahtua
muutoksia eri näyteparametreissa.
5,3 TULISTEN TÄRKÄSTELU
Virus ten ku 1 keu t umis tutkimus suori tet t i i n erittäin
hyvin vettä läpäisevässä maaperässä, jossa pohjavesi
sijaitsi noin 60 cm maanpinnan alapuolella. Tutkimus-
alueen pohjaveden pinnankorkeuksissa ei havaittu eroja,
joten pohjaveden virtaussuunnasta ei ollut tietoa.
Tämän vuoksi vettä pumppaamalla saatiin aikaan keinote
koinen virtaus virusten levitysojasta 10 metrin päässä
olevaa näytteenottoputkea kohti.
Ennen varsinaista viruskoetta tehtiin esikoe 25 % vuo
risuolaliuoksella, j otta sähkönj ohtavuusmittausten
avulla voitaisiin arvioida pohjaveden virtausnopeus
sisemmästä ja ulommasta ojasta näytteenottoputkeen.
Pohjaveden johtokykyarvojen havaittiin kohoavan vain
hieman tausta-arvoihin verrattuna tunnin tai kahden
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Taulukko 19. Pohjaveden sähkönjohtavuus- (mS/s), lämpötila
(T°C) ja pH-arvot kokeen aikana.
Putki 1 T°C mS/m pH
2.5.—89
Putki 2 T°C mS/m Putki 3 T°C mS/m
klo
10,33
11.23
klo
6.4 9.2 10.41
6.4 9.0 11.24
5.6 8.8
5.6 8.5
5.5 8.4
VIRUKSET LISÄTTY klo 18.30
Putki 1 T°C mS/m pH Putki 2 T°C mS/m Putki 3 T°C mS/m
klo klo klo
19,00 8.4 6.7
20.20 5.8 9.4 6.8 20.24 6.7 8.7 20.22 5.4 8.1
20.40 - 9.1 6.8
21.40 - 9.0 7.1 21.42 — 8.7 21.44 - 8.5
22.05 8,9 7.0
23.00 - 6.8
3.5. —89
02.00 - - 6.9
05.00 - — 6.8
07.00 6.3 9,9 6.9 07,10 6.5 8.4 07.05 5.2 8.3
08,18 6.2 10.2 - 08.24 6.6 8.6 08.22 5.0 8.5
09.00 - - 6.6
11.00 6.3 9.6 6.8 11.04 6.0 8.5 11.08 4.9 8.4
13.00 6.3 9.5 6.7 13.04 6.6 8.6 13.08 5.0 8.3
15.00 6.3 9.5 6.7 15.04 6.6 8.4 15.08 5.0 8.2
4.5.—89
08.30 6.4 9.6 6.9 08.34 6.7 7.6 08.38 4.8 8.2
5.5.—89
09.30 6.8 9.4 6.3 09.40 7.1 7.8 09.35 5.1 8.2
8.5.—89
09.30 6.5 8.9 — 09.40 7.5 8.8 09.35 5.5 8,5
15.5.-89
09.25 6.9 9.0 6.5 09.30 7.7 10.7 09.35 6.2 8.4
22. 5. -89
09.12 7.9 8.8 6.6 09.17 9,2 8.5 09.22 7.2 7.9
29.5.-89 — — 6.3
5,4 7,9 -
5.5 8.1 -
klo
10.37
11.32
1 SUOLÄLIUOS LISÄTTY klo 13.15
13,42 5.7 8.4 - 13,45 6.6 9.4 13.50 5.5 8.4
14.00 5,7 8.7 - 14.07 - 9,5 14.10 - 8.4
14.20 - 8.7 - 14.24 - 9.5 14.30 5.7 8.7
14.40 5.8 8.8 - 14.45 — 9.4 14.50 - 8.7
15,00 5,6 8.4 15,05 6.7 9.3 15.10 5.7 8.4
15.21 — 8.6 — 15,25 — 9.2 15.30 — 8.4
16.00 - 8.3 - 15,47 — 9.2 15.50 - 8.4
16.18 — 8.0 - 16.25 6.6 9.3 16.20 5.4 8.5
17.12 — 8.0
II SUOLÄLIUOS LISÄTTY klo 17.30
17.40 - 8.0 -
18.00 5.5 8.3 - 18.03 — 8.9 18.05
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kuluessa suolaliuoksen lisäyksestä. Tämän vuoksi virus-
näytteitä pyrittiin ottamaan varmuuden vuoksi puolen
tunnin välein kokeen alkuvaiheessa.
Ensimmäiset PRD 1 -faagit havaittiin tunnin kuluessa,
T 7 -faagit 1.5 tunnin kuluessa virusten pohjaveteen
levityksestä. Faagien lukumäärät näytetilavuutta kohti
nousivat nopeasti noin 2 tunnissa tasolle 1O kpl/100
ml (PRD 1) sekä 20 kpl/ilO ml (T 7). PRD 1 -faagilla
esiintyi yksi selvä huippu (l.3x106 kpl/ilO ml) 12.5
tunnin kuluttua kokeen alusta. T 7 -faagilla esiintyi
taas useampia huippuja, suurin huippu 292 kpl/ilO ml
esiintyi 7.5 tuntia kokeen alusta eli 5 tuntia aikai
semmin kuin PRD 1 -faagilla. Laskennallisesti kyseisten
huippujen voidaan todeta olevan todellisia eikä satun
naisvaihtelun aiheuttamia.
Virusten lukumäärä alkoi laskea huomattavasti 1,5 koe-
vuorokauden jälkeen, 2,5 vuorokauden kuluttua T 7-
faageja ei enää havaittu, PRD 1 -faageja tosin oli yhä
1,1x105 kpl/ilO ml. Kahden viikon kuluttua PRD 1 -faa
gien lukumäärä oli enää 248 kpl/ilO ml, 4 viikon ku
luttua viruksia ei enää havaittu.
On ilmeistä, että pohjavesi kulkisi ilman pumppausta
luontaisestikin samaan suuntaan kuin pumppauksen vaiku
tuksesta. Virukset ovat siis mahdollisesti kulkeutuneet
samalla nopeudella kuin pohjavesi.
Pohjavesinäytteiden pH vaihteli välillä 6.3 - 7.1 eli
pH oli lähellä neutraalia, jolloin pH:n vaihtelu ei ole
ilmeisesti kovinkaan paljoa vaikuttanut virusten ad
sorboitumiseen,
Pohjaveden lämpötila koeaikana nousi vähitellen 5.8°C:-
sta 7,9°C:een, näin alhainen lämpötila suosii virusten
säilymistä pitkään aktiivisena, Vertailun vuoksi voi
daan mainita että T 7 -faagikantaliuos (josta kokeessa
käytetyt faagit kasvatettiin) oli peräisin vuodelta
1981. T 7 -faagien lukumäärä oli yhä lxlO’° kpl/ml,
säilytys oli tapahtunut jääkaapissa noin 4°C:ssa.
Virusten pohjaveteen levityksen jälkeen otettiin näyte
myös levityskohdasta, jotta virusten inaktivoitumista
kyseisissä oloissa olisi voitu seurata. Neljän viikon
kuluttua kokeen alusta määritettiin kyseisen 4°C:ssa
säilytetyn näytteen PRD 1 -faagipitoisuus uudelleen,
tällöin faageista oli enää 1 % infektiokykyisiä. Infek
tiokykyisten virusten vähäinen määrä saattaa osittain
johtua myös virusten adsorptiosta säilytyspullon la
siseiniin. Virusten väheneminen pohjavedessä johtunee
siis ainakin kolmesta eri tekijästä, laimenemisesta,
adsorptiosta maahan sekä inaktivoitumisesta.
Tuloksista havaitaan virusten kulkeutuvan tehokkaasti
pohjaveden mukana karkearakeisessa maaperässä. Nukarin
soralys imetrikokeessa virusten havaittiin kulkeutuvan
nopeasti 4 metrin syvyyteen asti (suurin näytteenot
tosyvyys), joten pohjaveden suojeleminen viruskonta
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minaatiolta on vaikeampaa kuin bakteerikontaminaatiolta
suojeleminen. Bakteerit suotautuvat maaperässä tehok
kaammin kuin virukset.
Pohjaveden virtausta tutkittiin varsinaisen virusten
kulkeutumiskokeen jälkeen uudelleen Helsingin vesipii
rin avustuksella 1 %:illa suolaliuoksilla, Ensimmäises
sä kokeessa sisempään ojaan kaadettiin 50 1 20 %:sta
suolaliuosta, päälle pumputtiin 1 m3 vettä, jolloin
suolaliuos laimeni noin 1 %:ksi. Vettä pumpattiin
200 litran minuuttivauhdilla pumppausputkesta koko
kokeen ajan. Sähkönjohtavuusmittausten mukaan näytteen
ottoputken 1 pohjaveden sähkönjohtavuusarvot nousivat
hieman 1 - 2 tunnin kuluessa tusta—arvoihin verrattuna
suolaliuoksen levityksestä. Sen sijaan kaivoputken
(muoviputki kuvassa 10) pohjan (17.4 m) alueella säh
könjohtavuusarvot nousivat voimakkaasti 10 minuutissa
(kuva 13).
Toinen koe suolaliuoksella tehtiin ilman pumppausta
kaatamalla 50 litraa 20 %:sta suolaliuosta ulompaan
ojaan ja pumppaamalla 1 m3 vettä päälle. Tässä kokeessa
putkesta 1 mitatut johtokykyarvot eivät muuttuneet, sen
sijaan kaivoputkessa 5 - 12 metrin syvyydessä johtoky
kyarvot nousivat noin 20 minuutin kuluttua suolaliuos
ten levityksestä. Kaivoputken pohjalla (17.4 m) johto
kykyarvot nousivat 10 minuuttia myöhemmin. Johtokykyar
vot eivät nousseet lainkaan välillä 2 - 4 metriä kokeen
aikana (kuva 13),
Tämä esitutkimus antoi alustavia tietoja virusten liik
kumisesta pohjavedessä. Lisätutkimukset olisivat tar
peen virusten tarkemman vertikaalisen liikkumisen sel
vittämiseksi eri tyyppisissä maaperissä erilaisissa
pohjaveden virtausolosuhteissa. Bakteerivirusten (faa
gien) käyttö merkkiaineena todettiin olevan herkkä
menetelmä pohjaveden virtauksia selvitettäessä.
6 YHTEENVETO
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää miten maan
luontaisen pintakerroksen poistaminen soranoton yhtey
dessä vaikuttaa jätevedestä peräisin olevien indikaat
toribakteerien kulkeutumiseen maaperässä. Lisäksi tut
kittiin, voitaisiinko erilaisilla soranottoalueen jäl
kihoitomenetelmillä suoj ata pohj avettä bakteeriperäi
seltä kontaminaatiolta. Kevään 1989 tutkimuksissa seu
rattiin virusten kulkeutumista soranottoalueen madpe
rässä sekä pohjavedessä.
Työssä käytettiin maahan eri syvyyksille asennettuja
muovisia lysimetrilaatikoita, joihin kerääntyvän veden
indikaattoribakteeripitoisuudet (kokonaiskoliformiset,
lämpökestoiset koliformiset bakteerit sekä fekaaliset
streptokokit) määritettiin.
Tutkimusalueina oli kolme lysimetrikenttää: maannos
lysimetri (luonnontilainen metsämaa), jälkihoitolysi
metrit eri jälkihoitomenetelmillä sekä soralysimetri.
Lysimetreihin levitettiin noin 50 litraa viemärijäte
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vettä neliömetriä kohti. Lysimetrilaatikoihin kerty
neestä vedestä otettiin viikon välein näytteitä noin
kolmen kuukauden ajan syksyllä 1988. Seuraavana keväänä
seurattiin virusten kulkeutumista soralysimetrissä 4
viikon ajan.
Luonnontilainen metsämaa pidätti indikaattoribakteerej a
parhaiten, bakteerit eivät juuri kulkeutuneet 20 cm
syvemmälle. Jälkihoitolysimetreistäkin löytyi hyvin
vähän bakteereja, parhaimman suojan pohjavedelle antoi
soranottoalueen jälkihoito hiekalla sekä hiekka-rikas
tumi skerros-hiekka-yhdistelmällä. Jos jälkimmäisessä
jälkihoitomenetelmässä oli lisänä pintamaa, suojaava
vaikutus vaikutti huonommal,Tämä saattoi johtua maa
perästä peräisin olevien Enterobacter aerogeneksen
näkymisenä koliformimäärityksissä. Soralysimetrissä
indikaattoribakteerit kulkeutuivat runsaslukuisimpina
syvimmälle suojaavan pintakerroksen puuttuessa.
Kevään 1989 soralysimetrikokeessa havaittiin animaali
virusten indikaattorina käytetyn PRD 1 -faagin kulkeu
tuvan nopeasti 4 metrin syvyyteen asti. Pohjavesiolo
suhteissa PRD 1 ja T 7 -faagit kulkivat osittain hyvin
vettä läpäisevässä maaperässä 10 metrin matkan noin 1-
1.5 tunnissa, joka vastaa pohjaveden virtausnopeutta
160 - 240 m d’. Muovisessa pohjavesiputkessa pohjave
den virtausnopeudeksi oli mitattu 5.3,1935 ja
16.10,1985 putkimittausmenetelmillä yli 100 m d1 (Maa
ja Vesi Oy 1985 ja 1986).
Tutkimustulokset osoittivat soranottoalueen jälkihoidon
merkityksen pohjaveden suojelemiseksi bakteeriperäise1
tä kontaminaatiolta. On kuitenkin varottava tutkimustu
losten yleistämistä, sillä bakteerien ja virusten kul
keutumiseen vaikuttavat useat eri tekijät, jotka saat—-
tavat nopeuttaa tai hidastaa bakteerien ja virusten
kulkeutumista maaperässä ja pohjavedessä. Lumen sula-—
misvesien vaikutus maaperään kiinnijääneiden indikaat——
toribakteerien liikkuvuuteen sekä virusten kulkeutu
misen selvitys vaativat lisätutkimuksia.
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LIITE 1. RNÄ - FÄAGIN MÄÄRITYS
Periaate
Tutkittavaan vesinäytteeseen lisätään eksponentiaali
sessa kasvuvaiheessa olevaa RNÄ—faageille sopivaa isän
täbakteerikantaa. RNÄ-faagit adsorboituvat isäntäbak
teereihin ja faagi-isäntäbakteeriseos kaadetaan sulaan
agariin sekoitettuna petrimaijoihin, joihin on aikai
semmin valettu samaa agaria.
Maljoja inkuboitaessa sopivassa lämpötilassa RNÄ-faagit
lisääntyessään haj ottavat bakteerisoluja aiheuttaen
kirkkaiden alueiden eli piakkien muodostumisen Yhden
plakin katsotaan syntyvän yhdestä faagista, jolloin
laimennuskertoimen avulla voidaan laskea faagien luku
määrä millilitraa kohti, Menetelmä perustuu Ädamsin
(1966) esittämään agar-layer menetelmään faagien mää
rittämiseksi, jota mm. Maarit Niemi (1977) on lisensi
aattityössään käyttänyt
Kasvualustat
Faagi 4 -liemi
Lab. Lemco Brotli 8.0 g
NaCl 5.0 g
MgSO4 0.246 g
tislattu vesi ad 1000 ml
Kiinteisiin alustoihin lisätään Difcon Bacto agaria 10
g litraa kohti. pH säädetään 7:ksi. Steriloidaan 20
min. 121°C.
TSB - liemi
Tryptic Soy Broth 30 g
tislattu vesi ad 1000 mi
Sterilointi 20 min. 121°C,
Suoritus (Niemi 1977, Havelaar 1986 soveltaen)
1. Isäntäbakteeria eli Salmonella typhimurium WG 49
kantaa (faagityyppi 3 -kanta, piasmidi F’42
lac::Tn 5 siirrostettu) kasvatetaan TSB - lie
messä yli yön 35°C lämpötilassa.
2. Yli yön kasvatettu kanta nuorennetaan siirrostamal
la yksi osa kasvatettua kantaa 9 osaan uutta
kasvualustaa, kasvatus 1.5 - 2 tuntia.
3. Tutkittava vesinäyte käsitellään kloroformilla
ennen viljelyä (1 ml kloroformia 100 ml:aan
näytet tä, 10 minuutin ravistelu). Tämän
jälkeen näytteestä tehdään laimennussarja faagi
4 liemiputkiin.
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4. Sulatetaan putket, joissa on 2 ml faagi4 agaria ja
ne jäähdytetään 45°C lämpöisiksi vesihauteessa.
5. Putkeen siirrostetaan kerrallaan 1 ml tutkittavaa
näytettä tai sen laimennosta.
6. Putkeen lisätään välittömästi eksponentiaalisessa
kasvuvaiheessa olevaa bakteerisuspensiota 05 ml.
7. Sekoitetaan nopeasti ja vaietaan petrimaljalle
(0 9 cm), jossa on ennestään 15 ml hyytynyttä faagi
4 agaria
8. Maljat inkuboidaan ylösalaisin yli yön 35°C:ssa.
9, Plakit lasketaan altavalossa. Pieniä piakkeja las
kettaessa käytetään stereomikroskoopin 6 10 ker
taista suurennosta.
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LIITE 2. PRD 1 - FÄÄGIN KASVATUS
Periaate
Logaritmisessa kasvuvaiheessa olevaan isäntäbakteeri
viljelmään lisätään faageja niin paljon, että faagi/
bakteerisuhteeksi tulee noin 10. Faagien annetaan ad
sorboitua bakteereihin, viljelmää inkuboidaan kunnes
bakteerisolut hajoavat. Bakteerisolujen jäänteet sekä
infektoimattomat solut poistetaan sentrifugoimalla.
Virukset sisältävä supernatantti otetaan taiteen ja
suodatetaan 0.2 um suodatinkalvon läpi mahdollisten
bakteerisolujen poistamiseksi. Liuoksessa olevien faa
gien lukumäärä määritetään titraamalia (Liite 5).
Kasvualustat
Faagilihaliemi
Bacto peptone 15 g
Bacto tryptone 8 g
NaC1 8 g Faagilihaliemi jaetaan
giukoosi 1 g 9 mi/putki
kanamysiini 20 mg
tislattu vesi ad 1000 ml
Faagikova-agar
Bacto tryptone 10 g
NaC1 8 g Faagikova-agar valetaan
agar 8 g steriloinnin jälkeen
tislattu vesi ad 1000 ml maljoille
Faagipehmeäagar
Bacto tryptone 10 g
NaC1 8 g Faagipehmeäagar jaetaan
agar 3 g 4 mi/putki
tislattu vesi ad 1000 mi
Kasvualustat steriloidaan 20 min, 121c0
Suoritus (Korhonen ja Pere 1983 soveltaen)
Ä Faagin titraus ja infektoimiseen käytettävän faagin
kasvatus
1. Faagi titrataan liitteen 5 mukaisesti
2. Kahdelta puoliksi lyysaantuneelta maljalta pehmeä
agar siirretään 250 ml:n erlenmeyerkolviin 20 ml:aan
faagilihalientä. Inkuboidaan voimakkaasti ravistel
len noin 3 tuntia.
3. Solujäänteet ja agar poistetaan sentrifugoimalla
Sorvali RC 2B -sentrifuugilla 4000 g 15 minuuttia.
Supernatantissa oleva faagisuspensio säilytetään
4° C: ssa.
4. Faagi titrataan.
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B Faagin kasvatus
1, Salmonelia typhimurium SL 5676 PLM 2 siirrostetaan
20 ml:aan faagilihalientä ja kasvatetaan ravistellen
37°C:ssa yli yön.
2. 5 ml yli yön kasvanutta viljelmää siirrostetaan
kahteen 1 litran erlenmeyerkoiviin, joissa on 200 ml
faagilihalientä. Kasvatetaan ravistellen 370 c: ssa
solutiheyteen 1 x 10 kpl/mi (noin 2 tuntia).
3. Viljelmään lisätään PRD 1-faagisuspensiota sen ver-
ran, että faagi/bakteerisuliteeksi saadaan noin 10.
4. Faagien annetaan adsorL:itua 5 minuuttia viljelmää
ravistelematta. Inkubointia jatketaan voimakkaasti
ravisteilen, kunnes bakteerisolut hajoavat (lyysaa
vat).
5. Viijelmä sentrifugoidaan 4000 g 15 minuuttia.
6. Faagisuspensio (supernatantti) otetaan talteen,
säilytys 4°C:ssa.
7. Faagisuspension faagipitoisuus määritetään titraa
maila liitteen 5 mukaisesti.
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LIITE 3. T 7 -FAÄGIN KASVATUS
Periaate
T 7 -faagista tehdään laimennossarja ja titrataan faa
gipitoisuuden määrittämiseksi, Puoliksi lyysaantuneelta
(semikonfluentilta) maljalta kaavitaan pintaosa elatus
liemeen, Bakteerivirusviljelmää kasvatetaan kunnes
bakteerisolut ovat hajonneet. Ehjäksi jääneiden baktee
risolujen hajottamiseksi liemeen lisätään kloroformia.
Kasvatusliuos sentrifugoidaan, virukset sisältävä su
pernatantti otetaan talteen ja faagien lukumäärä määri
tetään titraamalla.
Kasvualustat
Faagi 4 -liemi (Liite 1)
Suoritus (Maarit Taskinen 1972 soveltaen)
1. E, ccli C kasvatetaan F 4 -liemessä yli yön 37°C
lämpötilassa.
2. T 7 -faagi titrataan F 4 -maljoille (liite 6).
3. Puoliksi lyysaantunut maija kaavitaan 60 mi:aan F 4
-lientä 250 ml erienmeyerastiaan. Bakteeri-virusvil
jelmää kasvatetaan ravisteilen 37°C:ssa, kunnes
liemi kirkastuu eli bakteerisolut hajoavat, Viijel
mään lisätään 0.5 ml kloroformia, ravistellaan 10
minuuttia, Viljelmä jätetään yöksi 4°C:een.
4, Viljelmä sentrifugoidaan 4000 g 15 minuuttia
4°C:ssa, supernatantti otetaan talteen,
5. Faagien lukumäärä määritetään titraamalla,
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LIITE 4. PRD 1 ja T 7 -FÄAGIEN MÄÄRITYS 1-KERROSÄGÄRMENETELMÄLLÄ
Periaate
Tutkittavaa vesinäytettä mitataan haluttu määrä sterii
liin astiaan, lisätään Ca-liuosta sekä logaritmisessa
kasvuvaiheessa olevaa isäntäbakteerikantaa. Tutkitta
vassa vesinäytteessä olevien faagien annetaan adsorboi
tua isäntäbakteereihin, astiaan lisätään sulatettua
faagiagarkonsentraattia, sekoitetaan ja vaietaan ste
riileille petrimaljoille. Kasvatuksen jälkeen lasketaan
bakteerimattoon muodostuneet kirkkaat alueet eli pia—
kit. Tällä menetelmällä voidaan määrittää pieniäkin
faagipitoisuuksia näytteistä (1--2 kpl/ilO ml).
Kasvualustat
PRD 1 -FÄÄGI T 7 -FÄÄGI
Faagilihaliemi (liite 2) Faagi 4-liemi (liite 1)
Faagiagarkonsentraatti Faagiagarkonsentraatti
Bacto tryptone 20 g Lab, Lemco Broth 16 g
NaC1 16 g NaC1 10 g
agar 12 g MgSO4 05 g
tislattu vesi ad 1000 ml agar 16 g
tislattu vesi ad 1000 ml
Jaetaan 50 mi/lOO ml pullo, steriloidaan 20 min, 121°C
Suoritus (Grabow and Coubrough 1986 soveltaen)
1. Isäntäbakteeria Salmonella typhimurium SL 5676 PLM 2
-kantaa (PRD 1 -faagi) tai E. coli C —kantaa (T 7 -
faagi) kasvatetaan yli yön vastaavassa faagiliemes
sä.
2. Yli yön kasvatettu kanta nuorennetaan siirrostamalla
yksi osa kasvatettua kantaa 9 osaan uutta kasvualus—
taa, kasvatus 1.5 - 2 tuntia.
3. Tutkittavaa vesinäytettä mitataan 50 ml steriiliin
250 ml erlenmeyerastiaan, lisätään 0.5 ml Ca—liuosta
(13 g CaC12 H20 100 mi:ssa tisl.vettä) sekä 2.5 ml
nuorennettua isäntäbakteerikantaa.
4. Ästiaa inkuboidaan 5 minuuttia 37°O:s
matta. Tämän jälkeen astiaan lisätään 50 ml sulatet
tua ja vesihauteessa jäähdytettyä (45°C) faagiagar
konsentraattia, sekoitetaan varovasti.
5. Ästian sisältö kaadetaan kuuteen steriiliin petri—
maljaan. Maljojen sisällön jähmetyttyä maljat siir
retään 37°C lämpökaappiin. Inkubointi yli yön.
6. Maljoille muodostuneet plakit lasketaan seuraavana
päivänä,
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LIITE 5 PRD 1 -FÄÄGIN MÄÄRITYS
Periaate
Kuten liitteessä 1 (RNÄ -faagin määritys)
Kasvualustat
Kuten liitteessä 2 (PRD 1 -faagin kasvatus)
Suoritus
1. Isäntäbakteeria Salmonella typhimurium SL 5676 PLM 2
-kantaa kasvatetaan yli yön faagilihaliemessä
370 C: ssa.
2. Yli yön kasvatettu kanta nuorennetaan siirrostamalla
yksi osa kasvatettua kantaa 9 osaan uutta kasvualus
taa, kasvatus 1.5 - 2 tuntia.
3. Tutkittavasta vesinäytteestä tehdään laimennossarja
faagilihaliemeen.
4. Faagipehmeäagarputket sulatetaan ja siirretään 45°C
vesihauteeseen.
5. Steriileihin koeputkiin pipetoidaan 0.2 ml nuoren
nettua isäntäbakteerikantaa. Samoihin putkiin pipe
toidaan 0,1 ml tutkittavaa näytettä tai sen laimen
nosta. Putkia inkuboidaan 10 minuuttia 37°C:ssa.
6. Kuhunkin putkeen lisätään 5 ml pehmeäagaria, sekoi
tetaan ja maljataan välittömästi faagikovaagarmal
jalle. Pehmeäagarin jähmetyttyä maljat siirretään
37°C lämpökaappiin ja inkuboidaan yli yön.
7. Seuraavana päivänä lasketaan maljoille muodostuneet
piakit.
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LIITE 6. T 7 -FÄÄGIN MÄÄRITYS
Periaate
Kuten liitteessä 1 (RNÄ -faagin määritys)
Kasvualustat
Faagi 4 -liemi
Lab, Lemco Broth 8.0 g
NaC1 5.0 g
MgSO4 0.246 g
tislattu vesi ad 1000 ml
Kiinteisiin alustoihin lisätään 10 g agaria litraa
kohti. pH säädetään 7:ksi. Steriloidaan 20 min. 121°C.
Suoritus (Niemi 1977 soveltaen)
1. Isäntäbakteeria E. coli C —kantaa kasvatetaan Faagi
4 -liemessä yli yön 37°C:een lämpötilassa.
Kohdat 2 -9 kuten liitteessä 1 (RNÄ -faagin määritys)
paitsi: kloroformikäsittelyä ei tehty, maljojen inku
bointilämpötila oli 35°C.
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LIITE 7 KOKONAISBAKTEERIMÄÄRÄN LÄSKENTÄ EPIFLU0RESENSSIMENETEL
MÄLLÄ
Periaate
Vesinäyte suodatetaan huokoskooltaan 0.2 um kalvon
läpi, jolloin näytteessä olevat bakteerit jäävät kal
volle. Tämän jälkeen kalvolla olevat bakteerit värjä
tään akridiinioranssilla, joka on bakteerisolujen DNÄ:
han tarttuva fluorisoiva väriaine. Pesujen jälkeen
kalvo kuivataan ja fluorisoivat bakteerisolut lasketaan
UV-valaistuna epifluoresenssimikroskoopilla. Menetelmä
perustuu Hobbie et al. (1977) artikkeliin,
Työssä käytetty laitteisto
- Fluoresenssimikroskooppi Leitz Diapian, 100x PL Fluo
tar 100/1.32 öljyimmersio-objektiivilla. Okulaari
pari Periplan GF 12.5x /20 mm, Valaistusjärjestelmä
Leitz
Ploemopak-3 labda, 102 Z 50 HBO, suodattimena 1 2/3.
Laskenta kuvanrajausokulaarin Periplan GF 12.5x /20
MF 5÷2.1 avulla,
- Suodatinlaitteisto 25 mm kalvoille.
- Nuolepore suodatinkalvoja 0.2 um, halkaisija 25 mm,
valkoisia SN 110606.
- Objektilaseja, joiden alapuoli on värjätty mustaksi
tussilla.
- Peitinlaseja.
- Bunsen, pinsetit, alkoholia.
Reagenssit
Vesi
Suodatetaan 0.2 um suodatinkalvon läpi, autokiavoi
daan.
Formaldehydi, noin 20 %
- 270 ml konsentroitua formaliinia liuotetaan 500
ml:ksi tislatulla vedellä, Steriilisuodatetaan 0.2 um
suodatinkalvon läpi
Fosfaattipuskuri
34.0 g kaliumdivetyfosfaattia (KH P0 ) liuotetaan n.
500 ml:aan tislattua vettä, pH säädetään 7.20:ksi 1 M
natriumhydroksidiliuoksella, täytetään 1000 ml :ksi.
Äkridiinioranssiliuos
- 10 mg akridiinioranssia liuotetaan 100 ml:aan fos
faattipuskuria (pH 7.20). Steriilisuodatetaan 0.2 um
suodatinkalvon läpi. Liuospullo peitetään alumiinifo
liolla, säilytys jääkaapissa. Säilyy muutamia viikko
ja.
Tensidiliuos
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- 1 g Tween 80 liuotetaan 50 ml:aan vettä. Steriilisuo
datetaan 0.2 um suodatinkalvon läpi. Säilytetäänj ääkaapissa.
Immersioölj y
- Gargille 3
Näytteiden säilöntä
- Näytteet säilötään analyysiä varten lisäämällä
11.1 ml 20% steriilisuodatettua formaldehydiliuosta
100 ml:aan vesinäytettä.
Määritys
0.2 um suodatinkalvo asetetaan liekitetyillä pinse
teillä suodatinlaitteiston pohjalevyn päälle, suoda
tinlaitteiston yläosa asetetaan paikoilleen.
- suodatinkalvon päälle pipetoidaan n, 0.2 ml tensidi
liuosta, suodatetaan
- haluttu näytemäärä (esim. 1 ml) suodatetaan
- Lisätään 1 ml akridiinioranssiliuosta. annetaan seis
tä 3 minuuttia, suodatetaan,
Pesu 5 mi:lla fosfaattipuskuria (pH 7.20) hitaasti
tiputtamalla pipetistä. Tämän jälkeen pesu 2 x 5
ml:lla steriiliä vettä. Suodatinkalvo nostetaan kui
vumaan noin 5 minuutiksi.
Kuivunut kalvo asetetaan alapuolelta mustatun objek
tilasin päällä olevan pienen immersioöljytipan pääl
le. Suodatinkalvon päälle tiputetaan myös pieni im
mersioöljytippa, tämän jälkeen peitinlasi päälle.
Peitinlasin päälle pisara immersioöljyä.
- Kalvolla olevat bakteerisolut lasketaan lOOx öljyim
mersio-objektiivia käyttäen. Kalvolta lasketaan vä
hintään 10 valokuvausokulaarin suorakaiteen muotoista
näkökenttää siten, että bakteerisoluja lasketaan
vähintään 400 kpl/suodatinkalvo.
- Bakteerisolujen lukumäärä (x) lasketaan kaavalla:
C Ae
n V Äs
x = bakteerisolujen lukumäärä/ml
C näkökenttien yhteenlaskettu bakteerisolumäärä
n = laskettujen näkökenttien lukumäärä
V = suodatettu näytemäärä ml
Ae = suodatinkalvon pinta-ala mm , lasketaan suodatin
suppilon alaosan sisähalkaisijan mukaan
Äs näkökentän pinta-ala, lasketaan objektimikromet
rin avulla
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LIITE 8. ÄLKÄÄLISEN FOSFÄTÄÄSIENTSYYMIN MÄÄRITYS
Periaate
Tutkittavaan vesinäytteeseen lisätään substraattia (p
nitrofenyylifosfaattia), tällöin vesinäytteessä olevan
fosfaataasientsyymi katalysoi fosfaattimonoesterin hydro
lyysiä vapauttaen epäorgaanista fosfaattia. Tämän seurauk
sena p-nitrofenyylifosfaatista muodostuu keltaista p-
nitrofenolia, jonka pitoisuus mitataan spektrofotometrilla.
Fosfataasin aktiivisuuden määrityksessä käytetään kapual
lista alkaalista fosfataasientsyymiä, jonka aktiivisuus
tunnetaan. (Huber et al. 1984),
Reagenssit
Puskuriliuos: 0.1 M Tris-HC1 pH 7.5
- 1.21 g Tris(hydroksimetyyli )aminometaania (Sigma)
liuotetaan 50 ml:aan tislattua vettä, pH:n säätä
7,5:ksi konsentroidulla suolahapolla. Täytetään 100
mi:ksi tislatulla vedellä,
Substraattiliuos: 0.7 mM p-nitrofenyylifosfaatti
0.01 M MgS04-liuoksessa
- 0,01 M MgSO4-liuos valmistetaanliuottamalla 0.2465 g
MgSO4 7 H20 100 ml:ksi tislatulla vedellä.
- 0.7 mM p-nitrofenyylifosfaattiliuos (pNPP Sigma 104)
valmistetaan liuottamalla 0.0184 g p-nitrofenyylifos
faattia 100 ml:ksi 0.01 M MgSO4-liuoksella.
Fosfataasiliuos:
- 0.5 mg alkaalista fosfataasientsyymiä (8 U/mg) liuo
tetaan 1000 ml:aan tislattua vettä, tällöin entsyy
miaktiivisuus on noin 4 U/litra eli 0.008 U/2 ml.
Suoritus
1. Koeputkeen pipetoidaan 2 ml vesinäytettä, 2 ml
puskuriliuosta ja 1 ml substraattiliuosta (KOE),
Spektrofotometrin nollaukseen käytettävä liuos
valmistetaan pipetoimalla koeputkeen 2 ml tislattua
vettä, 2 ml puskuriliuosta ja 1 ml substraatti
liuosta. Standardinäyte valmistetaan pipetoimalla
koeputkeen 2 ml fosfataasiliuosta, 2 ml puskuri
liuosta ja 1 ml substraattiliuosta.
2. Koeputkia inkuboidaan 24 tuntia pimeässä huoneen
lämmässä (20-25° C).
3. Näytteiden absorbanssi mitataan spektrofotometrilla
410 nm aallonpituudella 1 cm kvartsikyveteissä.
Entsyymin aktiivisuus lasketaan yksiköissä U/ml tai
vapautuneen fosforin määränä (ug P/l/h).
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